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Le facteur activateur de plaquettes (PAF) est un des plus puissants médiateurs 
phospholipidiques connus jusqu'à présent dont l'activité peut être impliquée dans de 
nombreuses réponses biologiques pouvant influencer notamment le système nerveux central, 
cardio-vasculaire, reproducteur, respiratoire et immunitaire par l'entremise d'un récepteur 
couplé aux protéines G (GPCRs). Parmi sa multitude d'actions physiologiques et 
pathologiques, le PAF joue un rôle majeur au niveau des réponses immunes médiatrices de 
l'inflammation. Nous avons précédemment démontré que la coexpression de certains mutants 
du récepteur du PAF humain (hPAFR) peut être utilisée pour modifier des caractéristiques 
spécifiques du récepteur de type sauvage comme le niveau d'activité basale, l'affinité pour le 
ligand ainsi que l'expression de surface (Le Gouill, C., Parent, J.L., Caron, C.A., Gaudreau, R., 
Volkov. L., Rola-Pleszczynski, M. and Stankova, J. (1999) J. Bio/. Cheni. 274, 12548-12554). 
Au cours des dernières années. il a été montré que l'oligomérisation des récepteurs, et plus 
particulièrement la dimérisation peut jouer un rôle important dans les événements moléculaires 
qui mènent à l'activation et à la régulation des réponses biologiques des GPCRs. Son 
implication au niveau de l'internalisation des récepteurs n'est toutefois pas encore établie. 
Afin d'étudier le rôle de la dimérisation dans le processus d'internalisation des GPCRs, 
nous avons construit une protéine de fusion hP AFR-GyrB pouvant être dimérisée suite à 
l'addition de coumennycine. Nous avons ainsi démontré que la dimérisation était à elle seule 
suffisante pour induire la séquestration du hP AFR-GyrB dans des cellules CHO. 
L'internalisation du hP AFR-GyrB induite par la coumermycine semble ainsi être possible en 
l'absence d'agoniste et de l'activation de la phospholipase C (PLC). Des expériences réalisées 
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à l'aide d'un antagoniste radiomarqué, le [3H]WEB2086, ont également pennis l'observation 
d'une cinétique de disparition des sites de liaison de l'antagoniste suite au traitement à la 
coumennycine. Nous avons ensuite démontré par microscopie confocale que la séquestration 
du récepteur induite par la coumennycine dans des cellules COS-7 semble se produire 
indépendamment de la translocation des arrestines et de la fonnation des vésicules de clathrine. 
Les inhibiteurs de protéine kinase C (PKC) staurosporine et GFI09203X peuvent toutefois 
inhiber la désensibilisation du hPAFR-GyrB induite par la coumennycine, suggérant ainsi 
1 ïmplication de la PKC dans les mécanismes moléculaires régulant l'internalisation du 
récepteur indépendante du ligand. 
Ces différentes données proposent ainsi un mécanisme alternatif de séquestration des 
GPCRs induit par la dimérisation qui suggère, par conséquent, un rôle fonctionnel à ce type 
d ·interaction intermoléculaire. 
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A. Introduction : 
PARTIE 1: RÉCEPTEURS COUPLÉS AUX PROTÉINES G 
PRINCIPES GÉNÉRAU.t 
Les récepteurs couplés aux protéines G (GPCRs) représentent la plus grande famille de 
récepteurs membranaires impliqués dans la transmission de signaux. Chez les vertébrés, cette 
famille comporte entre l 000-2000 membres (> 1 % du génome) qui contrôlent les réponses à 
une \'ariété de transmetteurs chimiques incluant les amines biogènes, les acides aminés, les 
peptides, les lipides, les nucléosides de même que les polypeptides de grande taille (Gether, 
2000). Les GPCRs jouent un rôle primordial dans la régulation de divers processus 
physiologiques, tels la différenciation et croissance cellulaire, le métabolisme cellulaire, la 
neurotransmission. aiï1si que les réponses inflammatoires et immunes (Bockaert et al., 1999). 
Les GPCRs sont caractérisés par une chaine polypeptidique qui traverse la membrane 
plasmique à sept reprises. Ce motif structural est constitué d'hélices a transmembranaires 
formées chacune de 20-25 résidus hydrophobes qui sont reliées unes à unes par l'alternance de 
boucles cytosoliques et extracellulaires. On ne note toutefois qu'une faible homologie de 
séquence entre les différents types de GPCRs au niveau des boucles externes, internes et les 
queues C- et N-terminales. Leur taille varie aussi considérablement entre les différents 
GPCRs. Ces récepteurs membranaires ont la particularité de convertir un signal extracellulaire 
en signal intracellulaire. 
En plus de l'activation par le ligand, il existe de nombreux facteurs régulateurs qui 
peuvent influencer la signalisation des GPCRs en jouant un rôle majeur dans la spécificité et la 
cinétique des réponses physiologiques aux signaux extracellulaires. 
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Acrimtio11 des GPCRs 
La signalisation des GPCRs médiée par l'agoniste nécessite tout d'abord l'isomérisation 
du récepteur vers un état de haute affinité pour le ligand. Ce changement de conformation est 
médié par l'activation du récepteur par son agoniste qui rend alors possible la fonnation d'un 
complexe avec les protéines G hétérotrimériques (Wess, 1997). 
Les protéines G qui interagissent avec les GPCRs sont composées de 3 sous-unités 
distinctes : la sous-unité a portant le site de liaison à la guanine et les sous-unités p et y qui se 
présentent sous la forme d'un dimère. Lorsqu'elles sont inactives, les protéines G se 
retrouvent sous la forme d'un hétérotrimère composé de la sous-unité a(-GDP) et du dimère 
py. La liaison du ligand induit d'abord l'adoption de la conformation active du récepteur et 
son interaction subséquente avec la protéine G, ce qui provoque alors un changement dans la 
structure de la sous-unité Ga, favorisant ainsi l'échange du GDP par un GTP (Gether et al., 
1998). Cette étape affecte l'affinité des composantes de la protéine G et provoque, par 
conséquent, la dissociation de la sous-unité Ga(-GTP) du complexe Gpy (Gilman, 1987). Par 
la suite, ces deux sous-unités fonctionnelles pourront aller réguler l'activité d'une variété de 
systèmes d'effecteurs tels que l'adénylate cyclase, les phospholipases ou les canaux ioniques, 
modulant ainsi les différentes voies de signalisation cellulaires (Hamm, 1998). L'activité 
GTPase intrinsèque de la sous-unité Ga sera ensuite induite par son interaction avec ses 
différents effecteurs, ce qui amènera l'hydrolyse du GTP en GDP. L'inactivation subséquente 
de la sous-unité Ga causera ensuite sa réassociation avec les Gj3y, refonnant ainsi 
l'hétérotrimère inactif (Nümberg et al., 1996). Les événements généraux de l'activation des 
protéines G sont résumés au schéma suivant. 
© Liaisan du'\ 
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Schéma 1 : Représentation de l'activation des protéines G induite par l'attachement d'un 
agoniste à un récepteur à sept domaines transmembranaires. (1) Lors de la liaison du 
ligand, (2) le changement de conformation du récepteur active la protéine G en causant le 
relâchement du GDP et la liaison subséquente du GTP. (3) Les sous-unités a et py se séparent 
ensuite (4) et initient les événements de transduction du signal. (5) L'hydrolyse du GTP par la 
sous-unité Ga inactive la sous-unité Ga qui (6) se réassocie avec les sous-unités py, reformant 
ainsi l'hétérotrimère inactif 
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DÉSENSIBILISATION HO~IOLOGUE ET HÉTÉROLOGUE 
Il existe de nombreux mécanismes régissant la durée et la force des signaux des GPCRs. 
L'activité des GPCRs représente ainsi une balance coordonnée entre les mécanismes 
moléculaires gouvernant la signalisation, la désensibilisation ainsi que la resensibilisation des 
récepteurs. Par exemple, l'exposition des GPCRs à l'agoniste peut occasionner une atténuation 
rapide de la réponse du récepteur, ce qui pennet de circonscrire dans le temps les effets d'une 
stimulation (Bohm et al, 1997). Ce type de mécanisme, appelé désensibilisation, débute dans 
les secondes qui suivent la stimulation et caractérise principalement les étapes qui contribuent 
au découplage fonctionnel du récepteur à la protéine G (Ferguson, 2001; Tsao et al.. 2000; 
Lefkowitz, 1998). La désensibilisation est le résultat de l'action de trois familles de molécules 
régulatrices : les kinases à second messager (protéines kinases A (PKA) et C (PKC)), les 
kinases spécifiques aux GPCRs (GRKs) et les arrestines. 
Dése11sibilisatio11 homologue 
Une modification covalente du récepteur par phosphorylation de résidus 
sérines/thréonines situés au niveau de la troisième boucle intracellulaire et de la queue 
cytoplasmique s'avère être l'étape initiale dans l'atteinte de l'état de découplage de nombreux 
GPCRs (Ferguson et al., 1996; Bouvier et al, 1988; Nakata et al., 1994). On distingue deux 
formes différentes de désensibilisation: la désensibilisation homologue et hétérologue 
(Bünemann et al., 1999). Le premier type de désensibilisation est spécifique pour l'activation 
du récepteur par lagoniste où la phosphorylation subséquente du récepteur par les GRKs 
engendre un changement de conformation du récepteur qui le maintient alors dans un état 
découplé, participant ainsi à sa désensibilisation. La famille des GRKs comporte actuellement 
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6 membres (GRK.s 1-6), dont les plus étudiés sont la rhodopsine kinase (GRK.l) et J3ARK.l 
(GRK2). Dans les cellules non stimulées, les GRK.1-3 sont localisées au cytosol et ont la 
particularité de se transloquer à la membrane pour lier les récepteurs membranaires stimulés 
par l'agoniste. L' activation des GRKs ne dépend normalement pas de la signalisation, 
cependant, pour les GRK2 et 3, elle semble être directement reliée au relâchement des sous-
unités J3y suite à la stimulation du récepteur (Kosh et al.. 1993 ). Les J3y favorisent ainsi la 
translocation de ces kinases à la membrane plasmique où elles pourront ensuite aller 
phosphoryler le récepteur activé (lnglese et al., 1993 ). Les GRKs ont également la particularité 
de ne phosphoryler que les récepteurs en conformation active (Haga et al, 1996; Bohm et al., 
1997; Premont et al.. 1995). Les kinases à second messager peuvent toutefois jouer un rôle 
dans la désensibilisation homologue de certains GPCRs comme dans le cas du récepteur m.2 
muscarinique où on a noté une phosphorylation à la troisième boucle intracellulaire par la 
caséine kinase la suite à l'activation du récepteur par son agoniste (Ferguson, 2001; Tobin et 
al.. 1997). 
Dése11sibi/isatio11 hétérologue 
En plus de la désensibilisation spécifique pour l'agoniste, les fonction des GPCRs 
peuvent également être régulées par différents mécanismes indépendants de l'agoniste. La 
PKA, activée par les récepteurs couplés à la sous-unité Gs, et la PKC, stimulée par les 
récepteurs couplés à Gq, participent ainsi à la régulation de ce type de désensibilisation. Les 
kinases dépendantes de seconds messagers PK.A et PKC, sont des phosphotransférases qui 
catalysent le transfert d'un groupement y-phosphate de I' A TP à un résidu sérine ou thréonine 
contenu dans une séquence consensus d'acides aminés. Ce type de désensibilisation est appelé 
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hétérologue car elle ne résulte pas de l'activation du même récepteur par son agoniste mais 
plutôt de l'élévation de messagers secondaires comme l'Ai\1Pc, le calcium ou le diacylglycérol 
se produisant notamment suite à la stimulation du récepteur. Ces différents changements 
peuvent alors mener à l'activation de la PKA et/ou PKC, et à la phosphorylation subséquente 
de protéines cibles suivant la voie de signalisation. De plus, ces kinases peuvent réguler 
négativement la réponse du récepteur par phosphorylation aux sites consensus à l'intérieur de 
la troisième boucle intracellulaire ainsi qu'à l'extrémité C-terminale et ce, sans spécificité par 
rapport aux récepteurs occupés par le ligand (Bünemann et al., 1999; Hausdorff et al., 1990). 
Ainsi, des études précoces concernant le PzAR ont démontré que toute condition amenant 
une élévation de l' AMPc peut causer la phosphorylation du récepteur par la PKA et son 
découplage de la protéine G stimulatrice Gs, empêchant alors l'activation de l'adénylate 
cyclase (Lohse et al., 1990, 1992). Des études ont également démontré que l'activation de la 
PKC peut mener à la phosphorylation et à la désensibilisation de nombreux GPCRs couplés à 
Gai ou Gaq (Diviani et al, 1997; Liang et al, 1998; Tang et al, 1998). Par exemple. la 
phosphorylation du récepteur opioïde ô par la PKC s'est avérée être un mécanisme de 
régulation hétérologue des fonctions du récepteur et ce, indépendamment de la présence de 
l'agoniste (Xiang et al, 2001). On a également noté que l'activation de la PKC suffit à 
l'enclenchement du processus d'internalisation du récepteur de la somatostatine 2 (Hipkin et 
al., 2000), ce qui appuie une fois de plus le rôle de la désensibilisation hétérologue dans la 
régulation de la réponse des GPCRs. 
La désensibilisation hétérologue a donc comme conséquence de phosphoryler non 
seulement les récepteurs activés par l'agoniste, mais aussi ceux n'ayant pas été exposés au 
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ligand (Hausdorff et al, 1989, Lohse et al., l 990b ). Ce type de phoshorylation indépendante de 
l'agoniste est une propriété qui n'a généralement été attribuée qu'aux protéines kinases 
dépendantes des seconds messagers et non aux GR.Ks (Lefkovitz, 1993 ). 
Les mécanismes de désensibilisation médiés par les kinases dépendantes de seconds 
messagers ont cependant suscité moins d'attention que ceux régulés par les GRKs. Quelques 
études ont ainsi tenté d'élucider les mécanismes responsables de ce type de désensibilisation 
(Winstel et al., 1996; Chuang et al., 1995). On a notamment montré que la GRK2 peut être 
stimulée par une phosphorylation médiée par la PKC, ce qui augmente alors son association à 
la membrane plasmique. Une autre étude a toutefois démontré que l'activité kinase de la GRK5 
pouvait être complètement inhibée suite à une phosphorylation par la PKC (Pronin et al., 
1997). Les kinases à second messager peuvent également contribuer à la phosphorylation de 
composantes de signalisation comme les sous-unités Ga et les phospholipases (Ryu et al., 
1990; Fields et al., 1995; Ali et al., 1997). 
Les arrestines 
La phosphorylation de la rhodopsine ou du JhAR médiée par les GRKs n'est toutefois 
pas suffisante pour promouvoir un état d'inactivation complet de ces GPCRs et le découplage 
fonctionnel tocal nécessite, par conséquent, une composante additionnelle ou un "agent 
d'arrêt". Cette protéine d'arrêt a initialement été isolée à partir de segments externes de 
bâtonnets de la rétine où une protéine de 48 K.Da, maintenant appelée arrestine, a été 
démontrée comme étant capable de lier la forme de la rhodopsine activée par la lumière (Pfister 
et al., 1985). Par la suite, une arrestine présentant une homologie avec l'arrestine visuelle, la 
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P-arrestine 1, a été définie en tant que cofacteur nécessaire pour la désensibilisation du JhAR 
médiée par la GRK2 in vitro (Benovic et al., 1987). 
La famille des arrestines comporte maintenant 4 membres. Les arrestines visuelles et 
celles de bâtonnets sont localisées dans le système visuel, tandis que les arrestines 2 et 3 (aussi 
appelées P-arrestine 1 et P-arrestine 2) sont distribuées de façon ubiquitaire. Les mécanismes 
par lesquels les arrestines contribuent à la désensibilisation des GPCRs semblent impliquer à la 
fois le découplage physique des GPCRs des protéines G (arrestines visuelles et P-arrestines) et 
le ciblage des GPCRs pour J'endocytose (Jl-arrestines). Des études in vitro ont aussi démontré 
que la phosphorylation du P:?AR par les GRKs augmente l'affinité de la liaison des P-arrestines 
de 10-30 fois, tandis que l'occupation du récepteur par l'agoniste démontre un effet moins 
significatif sur l'affinité de l'interaction (lohse et al., 1992; Gurevich et al., 1995). Les 
arrestines se lient ainsi de façon préférentielle aux GPCRs activés par l'agoniste et 
phosphorylés par les GRK.s en opposition aux récepteurs non phosphorylés ou phosphorylés 
par les kinases dépendantes des seconds messagers (Lohse et al., 1990b, 1992). La 
désensibilisation est alors le résultat de la liaison des P-arrestines au récepteur qui cause 
ensuite le découplage des protéines G par encombrement stérique, prévenant donc les 
interactions subséquentes des GPCRs avec celles-ci (Krupnick et al., 1998). 
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INTERNALISATION 
L'habileté d'une cellule à répondre à un ligand nécessite la présence de récepteurs qui 
sont localisés à la membrane plasmique de façon appropriée afin de permettre une interaction 
de haute affinité avec l'agoniste présent dans le fluide extracellulaire. La réponse de la cellule 
cible est ainsi dépendante de la distribution des récepteurs. L'occupation des GPCRs par leur 
agoniste stimule généralement leur internalisation dans les minutes qui suivent la stimulation 
(Koenig et al., 1997). 
Les GRKs dans la séquestration des GPCRs 
De nombreuses évidences démontrent maintenant l'implication cruciale de la 
phosphorylation des GPCRs catalysée par les GRKs dans l'internalisation de plusieurs 
rl!ccptcurs heptahélicoïdaux (Ferguson et al., 1996). Par exemple, dans le cas du récepteur m2 
muscarinique, la surexpression de la GRK2 augmente la séquestration du récepteur dans des 
cellules COS, tandis qu'un dominant négatif de cette même kinase la retarde (Tsuga et al., 
1994 ). Des résultats similaires ont été obtenus avec le P~AR. On a ainsi remarqué que la 
surexpression de la GRK2 pouvait rétablir l'internalisation du récepteur mutant Y326A dont 
l'affinité pour les GRK.s était altérée, empêchant alors l'internalisation normalement induite 
par l'agoniste (Ferguson et al., 1995). La caractérisation de la phosphorylation du Y326A a 
révélé une phosphorylation maximale atténuée de 75% par rapport au récepteur de type 
sauvage qui semble être en partie médiée par la PKA (Ferguson et al., 1995). Il est également 
intéressant de noter que dépendarnment du type de GPCRs étudié, la phosphorylation médiée 
par les GRK.s n'est pas une composante absolue au processus d'internalisation (Bouvier et al., 
1988; Hausdorff et al., 1989; Ferguson et al., 1995). Ce type de modification covalente semble 
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plutôt jouer un rôle étendu dans la séquestration du PzAR induite par l'agoniste, amenant 
l'hypothèse selon laquelle la phosphorylation par la GRK2 pourrait ainsi stabiliser un état 
conformationel requis pour promouvoir l'interaction des GPCRs avec certains éléments de la 
machinerie cellulaire favorisant directement l'internalisation du récepteur. Par conséquent, les 
mutants du PzAR dont les sites pour la phosphorylation médiée par les GRKs avaient été 
enlevés doivent être capables d'interagir avec une protéine adaptatrice endocytique, même en 
! 'absence de phosphorylation (Ferguson et al., 1995). 
Une étude supplémentaire a aussi démontré que l'atténuation ou l'abolition de l'habileté 
du P.:AR à être phosphorylé par la GRK2 était reliée avec la liaison de la P-arrestine au 
récepteur (Menard et al., 1997). On a ainsi noté que la surexpression de la P-arrestine pouvait 
induire une augmentation de l'internalisation du mutant Y326A. Celle-ci était cependant 
fortement accrue à la suite de la coexpression de la GRK2 (Menard et al., 1997). Le rôle 
majeur des GRKs dans le processus d'internalisation des GPCRs semble ainsi découler de la 
phosphorylation du récepteur qui facilite ainsi la liaison des P-arrestines. La phosphorylation 
par les GRKs augmente donc l'affinité du P2AR pour les P-arrestines qui, en plus de découpler 
le récepteur des protéines G hétérotrimériques, agit comme une protéine adaptatrice 
d'endocytose pour les GPCRs (Ferguson et al., 1996b, Zhang et al., 1996). 
Co11tribwio11 des arrestines 
La première évidence démontrant la contribution des P-arrestines dans l'internalisation 
des GPCRs par les vésicules de clathrine vient d'une étude où l'effet de mutant dominants 
négatifs de P-arrestine et de dynamine a été évalué sur la séquestration du PzAR et du récepteur 
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de I 'angiotensine II de type l A (AT iAR). La dynamine est une GTPase de haut poids 
moléculaire impliquée dans la fonnation des vésicules de clathrine à partir de la membrane 
plasmique (Damke et al, 1994). Il a ainsi été démontré que l'expression du mutant de 
dynamine (K44A) sans activité GTPasique ou l'expression d'une P-arrestine non fonctionnelle 
était suffisante pour empêcher l'internalisation du P:?AR sans toutefois influencer celle du 
AT 1. ... R (Zhang et al, 1996). La création d'une protéine de fusion reliant la protéine 
fluorescente verte (GFP) à la P-arrestine 2 a ensuite pennis la visualisation par microscopie 
confocale de la translocation des P-arrestines à la membrane plasmique suite à la stimulation 
du P2AR par son agoniste (Barak et al., 1997). On a également noté la colocalisation du P:?AR 
et P-arrestines dans les vésicules de clathrine (Goodman et al., 1996). L'idée que les P-
arrestines ciblent spécifiquement les GPCRs pour ('endocytose via les vésicules de clathrine a 
été confinnée par de récentes études démontrant l'interaction directe des P-arrestines avec les 
composantes de la machinerie endocytique impliquées dans la formation des cages de clathrine 
(Goodman et al., 1996; Laporte et al., 1999, 2000). Les P-arrestines se lient ainsi à la fois à la 
chaine lourde de la clathrine et à la sous-unité du complexe hétérotétramérique du complexe de 
la molécule adapt<:ttrice AP-2. 
Le mécanisme régulant cette réponse médiée par le récepteur n'a toutefois pas encore été 
élucidé. On ne sait toujours pas si la translocation des P-arrestines est un processus passif 
impliquant des interactions de diffusion ou bien si elle résulte plutôt d'un signal à partir du 
récepteur. La fonction de la P-arrestine 1 dans la séquestration des GPCRs semble néanmoins 
être régulée par des étapes de phosphorylation/déphosphorylation (Lin et al., 1997). Le 
recrutement et la déphosphorylation médiées par l'agoniste transforment la P-arrestine 1 en 
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molécule adaptatrice pour la clathrine, contribuant ainsi au mécanisme d'endocytose du f32AR. 
En l'absence de stimulation, la f3-arrestine 1 est plutôt localisée au cytoplasme sous une forme 
constitutivement phosphorylée sur une Ser-412, à son extrémité C-terminale. La nature de la 
kinase responsable de cette phosphorylation reste toutefois inconnue. 




Schéma 2: Mécanismes moléculaires impliqués dans l'internalisation typique des GPCRs. 
L'activation des GPCRs mène à la phosphorylation des résidus sérine et thréonines 
intracellulaires du récepteur par les GRK.s et facilite ainsi la translocation et la liaison de la f3-
arrestine au récepteur. Les f3-arrestines, via leur association avec la sous-unité adaptine de la 
protéine adaptatrice AP-2, ciblent les GPCRs vers les puits tapissés de clathrine. En plus de 
leur association avec l'adaptine, les f3-arrestines se lient également à la clathrine. Le récepteur 
est subséquemment intemalisé via les vésicules de clathrine. AP-2, complexe adaptateur 
hétérotétramérique AP-2; f3Arr, f3-arrestine; L, ligand; P, groupement phosphate. 
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Voies alternatives d Ïlllemalisation des GPCRs 
Les mécanismes précis d'internalisation des GPCRs restent toutefois un sujet de 
controverse. De plus en plus d'évidences démontrent que les GPCRs n'intemalisent pas 
nécessairement tous d'une façon dépendante des P-arrestines/dynamine comme proposé dans 
le modèle prototypique d'internalisation du PzAR (Freedman et al., 1996) notamment emprunté 
par de nombreux GPCRs comme le CCR5 et le récepteur µ opioïde (Aramori et al, 1997; 
Zhang et al., 1997) (voir schéma 2). Cette hypothèse a été émise venant du fait que le profil 
d'internalisation d"un même récepteur peut varier en fonction du type cellulaire dans lequel il 
est exprimé (Zhang et al., 1996) et de l'observation selon laquelle l'internalisation de certains 
GPCRs est moins sensible aux effets de mutants dominant négatifs de dynamine ou de P-
arrestines. Par exemple, dans le cas du AT1"R et du récepteur m2 muscarinique, la 
coexpression de mutants dominants négatifs de P-arrestines ou de dynamine ne bloque pas 
l'internalisation médiée par l'agoniste, suggérant ainsi un mode d'internalisation indépendant 
des P-arrestines et de la dynamine (Zhang et al., 1996; Vogler et al., 1999, Pals-Rylaarsdam et 
al.. 1997). Différents sous types du récepteur muscarinique (ml ,m3 et m~) semblent 
également emprunter un mécanisme supplémentaire d'internalisation dans les cellules HEK293 
qui, cette fois-ci, est dépendant de la dynamine et indépendant des P-arrestines (Lee et al., 
1998; Vogler et al, 1998). Par contre, l'internalisation des récepteurs de la dopamine Dz 
(Vickery et al., 1999), de la sécrétine (Walker et al., 1999) et du peptide N-Formyl et C5a 
(Gilbert et al., 2001) manifeste plutôt une insensibilité à l'expression du mutant dominant 
négatif de dynamine K44A. La machinerie cellulaire responsable de ce type d'internalisation 
indépendante à la fois des P-arrestines et de dynamine reste toutefois inconnue. 
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Une étude plus récente a toutefois prouvé que l'internalisation du m2 muscarinique fait 
preuve d'une sensibilité atypique à la dynamine (Werbonat et al., 2000) contrairement à ce qui 
avait précédemment été avancé (Vogler et al., 1999). Cette observation a été obtenue à laide 
d'un différent mutant dominant négatif de la dynamine, le K535M, dont les trois motifs de 
liaison au GTP ont été enlevés comparativement à un seul dans le cas du mutant K44A. Le 
type de mutant de dynamine utilisé peut ainsi faire varier considérablement les interprétations 
concernant les mécanismes d'internalisation utilisés. 
Même si l'identité de mécanismes de séquestration indépendants de la clathrine reste à 
être élucidée, il est intéressant de voir que certains GPCRs semblent être associés aux caveolae. 
Par exemple, le récepteur de l'endothéline de type A (Chun et al., 1994) et le récepteur m2 
muscarinique (Feron et al., 1997) peuvent être respectivement localisés dans les caveolae des 
cellules de muscle lisse et dans les myocytes cardiaques suite à une stimulation avec leur 
agoniste. La localisation et/ou internalisation du récepteur de la bradykinine B~ peut également 
se produire via les caveolae mais nécessite toutefois la présence de la dynamine pour la fission 
de la membrane cellulaire (De Weerd et al., 1997). Le rôle de la cavéoline en tant que protéine 
adaptatrice reste cependant à être démontré. Les différentes voies d'internalisation des GPCRs 
sont résumées sur le schéma suivant. 
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Schéma 3 : Mécanismes d'endocytose des GPCRs. A, Suite à la liaison de l'agoniste au 
récepteur, plusieurs GPCRs subissent une phosphorylation (P) par les GRKs ou autres 
protéines kinases. La phophorylation peut servir de signal pour la liaison subséquente de 
certaines protéines adaptatrices mais d'autres mécanismes peuvent toutefois être opérants et 
pourraient impliquer la liaison de protéines adaptatrices indépendantes de la phophorylation ou 
de l'association directe des GPCRs avec la machinerie endocytique. B, Certaines voies 
d'internalisation sont dépendantes de la dynamine (D) et utilisent les arrestines comme 
protéines adaptatrices pour l'internalisation médiée par les vésicules de clathrine comme 
démontré pour le récepteur f3z adrénergique (f32AR) et récepteur opioïde µ (MOR). Le 
récepteur de la bradykinine 2 (BK2R) est internalisé via les caveolae selon un mécanisme 
dépendant de la dynamine. Les récepteurs ml, m2, m3 et m4 muscariniques et le récepteur de 
la sérotonine (5-HT2AR) sont internalisés selon un mécanisme dépendant de la dynamine mais 
indépendant des arrestines. C, Une voie d'internalisation indépendante de la dynamine a été 
observée pour les récepteurs de !'angiotensine II IA (AT1AR), dopamine D2 (D2R), sécrétine, 
peptide N-Formyl (FRP) et C5a (C5aR). 
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PARTIE 2: OLIGOl\IÉRISATION DES GPCRs 
GÉNÉRA.LITÉS 
Des études entreprises lors de ces deux dernières décennies ont apporté plusieurs 
informations sur les événements biochimiques impliqués dans la signalisation cellulaire par 
l'intermédiaire des GPCRs. Cependant, la compréhension des interactions moléculaires 
ligand-récepteur et plus particulièrement des mécanismes structurels d'activation ou 
d'inhibition reste encore très élémentaire. La majorité de ces études dans ce domaine se sont 
concentrées sur la détermination des régions du récepteur responsables de l'affinité de la 
liaison pour l'agoniste. Bien que cette étape fait partie des tout premiers événements dans 
l'action du ligand, elle ne tient toutefois pas compte de la traduction de cette liaison en une 
réponse physiologique, qui constitue en soi le seul déterminant ayant une utilité thérapeutique. 
Les modèles traditionnels décrivant l'interaction des GPCRs avec les protéines G sont basés 
sur l'assomption que les récepteurs existent en tant que monomères et couplent les protéines G 
selon une stoechiométrie de l : l. Plusieurs études ont démontré une coopérativité dans la 
liaison d'agonistes aux GPCRs, proposant ainsi l'existence d'un ordre oligomérique de 
récepteurs. (Maltera et al., 1985; Willardson et al., 1993; Sinkins et al., 1993; Patter et al., 
199 l; Avissar et al., 1983; Wreggett et al., 1995). Au cours des dernières années, il a aussi été 
montré que l'oligomérisation des récepteurs peut jouer un rôle important dans les événements 
moléculaires menant à l'activation des GPCRs, faisant ainsi appel à un mécanisme plus 
complexe que le modèle classique de couplage des récepteurs aux protéines G. 
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TYPES D'INTERACTIONS MOLÉCULAIRES 
La première évidence directe de dimérisation a été amené pour le j31AR par Hebert et 
collaborateurs à l'aide d'études de coimmunoprécipitation différentielle de récepteurs étiquetés 
avec deux épitopes différents (Hebert et al, 1996). Les résultats démontrèrent également la 
présence de dimères résistants au SOS originaires d'une interaction non-covalente au niveau du 
sixième domaine transmembranaire. Des résultats similaires ont été obtenus pour le récepteur 
de la dopamine Dz (D1R) à l'aide de peptides dérivés des domaines transmembranaires VI et 
VII (Ng et al., 1996). La dimérisation démontre toutefois une spécificité intrinsèque au 
récepteur car les peptides dérivés du ihAR n'ont pas d'effet sur la dimérisation du D:R (Ng et 
al.. 1996 ). L'analyse de la séquence du sixième domaine transmembranaire du j31AR a révélé 
la présence partiellement conservée du motif de dimérisation ( 75!.fX.XGVXXG8}VXXT) 
proposé pour la glycophorine A (MacKensie et al., 1997). Cette hypothèse a ensuite été 
confirmée par le fait que contrairement au sixième domaine transmembranaire décrit plus tôt, 
un même peptide dont les glycines du motif ont été remplacées par d'autres résidus ne 
démontre que très peu d'effets sur la dimérisation du j31AR (Hebert et al., 1996). Ce motif de 
dimérisation n'est cependant pas conservé chez un grand nombre de GPCRs et ne semble pas 
être un élément décisif pour la dimérisation des GPCRs tels que les récepteurs de la dopamine 
D1 (George et al., 1998), D1 (Ng et al., 1996) et 0 3 (Nimchinsky et al., 1997), les récepteurs 
muscari niques m2 (Potter et al., 199 l) et m3, (Zeng et al., 2000), les récepteurs des 
chémokines CCR2b, CCR4 et CCRS (Rodrigez-Frade et al., 1999, l 999b ). le récepteur senseur 
du calcium (Zhang et al., 2001) ainsi que le récepteur du glutamate métabotropique de type S 
(Romano et al., 1996). 
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Les mécanismes moléculaires responsables de la formation de dimères semblent 
également différer de façon considérable entre les récepteurs. Par exemple, la dimérisation du 
récepteur 8-opioïde est éliminée suite à une délétion de 15 acides aminés de la queue 
cytoplasmique, suggérant ainsi l'implication de celle-ci dans la dimérisation de ce récepteur 
(Cvejic et al., 1997). L'implication de ponts disulfures s'est également montrée nécessaire à la 
dimérisation du récepteur du glutamate métabotropique de type 5 (Romano et al., 1996) et du 
récepteur senseur du calcium extracellulaire (Bai et al., 1998) où l'interaction semble intervenir 
au niveau des cystéines du domaine extracelullaire. Le dernier type d'interaction répertorié 
jusqu'à maintenant semble impliquer la formation d'hélices alpha entre les queues C-terminale 
du GABAüR l et R2 (White et al., 1998; Kunner et al., 1999). 
LA DlMÉRISA TlON DE RÉCEPTEURS - UN ARTEFACT OlJ UN NÉCESSlTÉ 
FONCTlONNELLE ? 
Les premiers éléments concernant une relation potentielle entre la dimérisation et 
l'activation des GPCRs ont été obtenus à l'aide d'un récepteur mutant dont les capacités de 
liaison du ligand étaient altérées (Monnot et al., 1996). La coexpression de deux formes 
mutantes du récepteur de l'angiotensine II s'est ainsi montrée suffisante à la restauration du 
site de liaison du ligand, mettant ainsi en évidence l'implication structurale potentielle de ce 
type d'interaction intermoléculaire (Monnot et al., 1996). D'une façon similaire, la 
coexpression du récepteur de type sauvage du P!AR avec une forme mutante du récepteur 
constitutivement désensibilisée (C341G) semble avoir un effet dominant positif, résultant en la 
complémentation fonctionnelle du récepteur mutant dont les propriétés de signalisation étaient 
initialement altérées (Hebert et al., 1998). Le potentiel thérapeutique de ce phénomène a 
d'ailleurs été évalué avec le récepteur de la vasopresine V2 où on a démontré qu'une forme 
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inactive du récepteur présente chez les patients souffrant de diabète néphrogénique insipide 
pouvait être fonctionnellement rétablie suite à la coexpression d'un fragment correspondant à 
la queue C-terminale du récepteur de type sauvage (Schoneberg et al., 1996). Ces différentes 
études de complémentation fonctionnelle suggèrent que la dimérisation pourrait ainsi avoir un 
rôle direct dans le mécanisme d'activ<!tion du récepteur ou, alternativement, dans la 
désensibilisation subséquente médiée par l'agoniste ainsi que dans le processus 
d'internalisation. 
Pour le récepteur CCR2b, des évidences suggèrent que la dimérisation joue un rôle direct 
dans l'activation du récepteur médiée par l'agoniste (Rodrigez-Frade, l 999b). Tout d'abord, il 
a été démontré que le récepteur du CCR2b est uniquement activé par la forme bivalente d'un 
anticorps contre le CCR2b et non par les fragments Fab monovalents correspondants. De plus. 
la coexpression de la forme sauvage du CCR2b avec une forme non couplée aux protéines G 
(Y l 39F) empêche toute forme de couplage fonctionnel en réponse à l'agoniste endogène du 
CCR2b, la protéine l chémoattractante de monocytes (MCP-1 ). Le mutant agit ainsi comme 
un dominant négatif, proposant alors que la dimérisation semble être un préalable pour la 
signalisation induite par le ligand du CCR2b. Il existe également une évidence qui supporte le 
rôle de la dimérisation dans lactivation du récepteur senseur du calcium (Pace et al., 1999). 
Dans cette étude, l'élimination de deux cystéines étant potentiellement impliquées dans la 
formation d'un pont disulfure intermoléculaire résulte en un récepteur avec une plus faible 
affinité pour le calcium et une cinétique plus lente en réponse au calcium. De plus, il a été 
observé que la forme dimérique du P2AR (Hebert et al., 1996) et des récepteurs de chémokines 
CCR2b, CCR4 et CCR5 (Rodrigez-Fade et al., 1999, l 999b) peut être stabilisée par l'agoniste. 
Il n'y a toutefois pas de règle universelle concernant le rôle de la dimérisation dans l'activation 
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des GPCRs. Dans le cas du récepteur m3 muscarinique. par exemple, il a été observé que le 
niveau de dimères est insensible au carbachol (Zeng et al.. 1999), suggérant ainsi que les 
GPCRs peuvent exister sous une forme dimérique indépendamment du ligand. D'une façon 
opposée, il a été démontré qu'un agoniste du récepteur cS-opioïde, le Dadle, semble plutôt 
favoriser la forme monomérique du récepteur (Cvejic et al., 1997). 
Bien que les dernières données élaborées sont consistantes avec l'idée selon laquelle la 
dimérisation pourrait être un élément clé dans l'activation des GPCRs, le rôle de la 
dimérisation dans les événements subséquents de régulation pourrait potentiellement être 
imaginé. Les évidences concernant ce domaine d'études semblent toutefois contradictoires. 
Par exemple, dans le cas du P~AR. on s'attendrait ainsi à ce que le niveau de dimérisation soit 
influencé par un mutant qui est constitutivement désensibilisé (C341G). Les données obtenues 
relatent toutefois que la dimérisation et la désensibilisation sont deux phénomènes 
indépendants car la forme mutante du récepteur semble former des dimères d'une façon 
similaire au récepteur de type sauvage (Hebert et al.. 1998). Un phénomène différent a 
cependant été observé pour le récepteur ô-opioïde où la dimérisation semble être impliquée 
dans l'internalisation du récepteur (Cvejic et al.. 1997 ). Cette affirmation est principalement 
basée sur une corrélation entre l'incapacité d'un agoniste, la morphine, à induire 
! 'internalisation du récepteur (Keith et al., 1996; Law et al., 1994) avec son inaptitude à causer 
une monomérisation du récepteur (Cvejic et al., 1997). Il a également été observé que la 
délétion des 15 derniers acides aminés du récepteur cS-opioïde réduit considérablement à la fois 
sa dimérisation et son internalisation, ce qui suggère que ces deux phénomènes nécessitent des 
déterminants moléculaires proches et que l'intercom·ersion entre la forme dimérique et 
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monomérique du récepteur pourrait jouer un rôle important dans l'internalisation du récepteur 
ô-opioïde (Cvejic et al., 1997). 
Depuis peu. on assiste à une accumulation d'observations considérables concernant la 
possibilité d'assemblage hétérodimériques de GPCRs. La toute première évidence remonte en 
1998 où trois équipes différentes ont démontré que la coexpression de deux sous-types du 
récepteur GABA8 soit le type 1 et 2, était nécessaire à la formation d'un récepteur fonctionnel 
(Jones et al., 1998; \Vhite et al.. 1998; Kaupmann et al.. 1998). L 'hétérodimérisation 
semblerait ainsi favoriser l'expression de surface du G:\BA8 Rl qui n'est que très faiblement 
exprimé sans la présence du GABAa R2 (Mahler et al.. 1998). D'autres évidences démontrent 
que les récepteur opioïdes peuvent. eux aussi. former Jes hétérodimères (Jordan et al.. 1999; 
Gomes et al.. 2000). L 'hétérodimérisation des sous types K et ô du récepteur opioïde résulte 
en un nouveau sous-type du récepteur opioïde avec des propriétés de liaison et de fonction 
uniques (Jordan et al., 1999). L 'hétérodimérisation des sous types µ et ô semble. tant qu'à 
elle, être à l'origine de la synergie entre ces deux sous-types de récepteurs précédemment 
rapportée dans la littérature (Traynor et al.. 1993 ). L 'hétérodimérisation des récepteurs µ et ô 
opioïdes pourrait ainsi expliquer le développement plus tardif d'une tolérance et dépendance à 
la morphine observé chez des souris traitées avec des antagonistes du récepteur ô (Abbelhamid 
et al., 1991; Zhu et al., 1999). 
L'existence d 'hétérodimères a également été rapportée entre le récepteur angiotensine 1 
et celui de la bradykinine B:? (AbdAlla et al., 2000). constituant ainsi le tout premier exemple 
d'accroissement du signal par hétérodimérisation de dl!ux récepteurs d'hormones vasoactives 
différentes. Une augmentation de l'activité fonctionndle semble également être médiée par 
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l'hétérodimérisation du D:?R avec le récepteur de la somatostatine de type 5 (SSTR5) 
(Rocheville et al., 2000). L 'oligomérisation entre les récepteurs opioïdes ô et K avec le J3:?AR 
semble, tant qu'à elle, avoir un rôle dans l'activation des MAP kinases (Jordan et al., 2001 ). 
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PARTIE 3 : FACTEUR ACTIVATEUR DE PLAQUETTES 
Les phospholipides sont une composante majeure de la membrane plasmique. Ils sont 
aussi une importante source d'acide arachidonique, précurseur des eicosanoïdes. Certains 
phospholipides comme l'acide lysophosphatidique, la sphingosine-1-phosphate et le facteur 
activateur de plaquettes (PAF) semblent également avoir des fonctions biologiques spécifiques. 
ACTIONS PHYSIOL<XJIQUES DU FACTEUR ACTIVATEUR DE PLAQUETTES 
Le facteur activateur de plaquettes (PAF) est un médiateur phospholipide aux actions 
physiologiques puissantes et diverses (Snyder, 1990; Venable et al., 1993). Le PAF a 
initialement été défini suite à l'identification de la substance relâchée par les basophiles 
stimulés aux lgE caractérisée comme étant responsable de l'agrégation des plaquettes 
(Benveniste et al., 1972). Il a cependant fallu attendre 7 ans pour élucider sa structure 
chimique se définissant comme suit : 1-o-alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
(Demopoulos et al., 1979; Blank et al., 1979; Benveniste et al, 1979). Il est intéressant de noter 
que chacune des caractéristiques structurales du PAF est importante pour une activité 
biologique optimale de même que pour la stéréospécificité de sa réponse. 
(lsl1ii et al., 2000) 
Schéma 4: Structure chimique du PAF (1-0-alkyl-2-acetyl-sn-glycer.3-phosphocholine) 
n = 15-17. 
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Le PAF est un médiateur de communication entres cellules qui peut agir à la fois comme 
messager sur la cellule productrice ou sur une cellule adjacente (Chao et al.. 1993). Certaines 
de ses actions peuvent se manifester à des concentrations aussi faibles que 10·11 M et incluent 
des événements apparentés au développement de nombreuses réponses physiologiques et 
pathologiques (lshii et al., 2000). 
Le PAF est synthétisé par une variété de cellules médiatrices de l'inflammation comme 
les monocytes, macrophages. neutrophiles. éosinophiles. basophiles et plaquettes (Camussi et 
al., 1990: Lotner et al., 1980: Triggiani et al.. 1991 ). Les cellules endothéliales peuvent 
également produire du PAF suite à une stimulation par des médiateurs inflammatoires comme 
la thrombine. !'angiotensine II. la vasopressine. les kucotrienes C.: et D.:. l'histamine et la 
bradykinine (Camussi et al.. 1983: McManus et al., 1985 ). 
Le relâchement de ce phospholipide a des effets pro-inflammatoires significatifs. 
résultant en l'acti,·ation de monocytes, mastocytes, neutrophiles et plaquettes, ce qui provoque 
la dégranulation de ces cellules avec les conséquences propres à chacune d'entre elles. Avec le 
chimiotactisme et l'effet autologue qu'il exerce sur ces mêmes cellules, le PAF contribue au 
maintien et à l'amplification du processus inflammatoire pouvant ainsi mener au 
développement de pathologies telles que l'asthrn!.!. pancréatites, pneumonites, colites 
ulcéreuses et choc endotoxique (Peplow, 1999). Le PAF peut également avoir des 
répercussions sur la régulation de plusieurs systèmes vitaux (cardio-vasculaire, immun, 
reproductif, et système nerveux central) (Evangelou et al., 1994; Izumi et al., 1995). 
L'administration de faibles doses de ce puissant médiateur peut même produire les symptômes 
de bronchoconstrictions et de vasodilatation apparentés au choc anaphylactique {Imaizumi et 
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al., 1995). Les principales actions biologiques du PAF chez l'homme sont résumées dans le 
tableau suivant. 
Tableau 1 : Actions biologiques du PAF sur les cellules et systèmes de l'homme. 





(l.ignée de cellules épithéliales 
bronchiques) 
Cellules épithéliales de la trachée 
Endomètre 
Fibroblastes pulmonaires 




Adapté de lshii et al., 2000. 
Réponses 
Production de superoxide 




Production de superoxide 
Migration 
Activation d'AP-1 
Hausse de la perméabilité aux éosinophiles 
Production de N 0 
Expression de c-fos, c-jun, IL-6 et IL-8 
Expression de VEGF 
N eutropénie 
Migration 
Dérangement des fonction pulmonaires 
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LE RÉCEPTEUR DU PAF 
La réponse biologique médiée par le PAF résulte de sa liaison à un récepteur couplé aux 
protéines G (GPCR) exprimé à la surface cellulaire. Li.: gène du récepteur humain du PAF 
(hP . .<\FR) code pour 342 acides aminés et la séquence présente une homologie de 80% avec 
celle du cobaye (Ye et al.. 1991: lzumi et al.. 1995; Shimizu et al., 1996). Des études de 
mutagenèse où une alanine et une leucine de la troisième boucle intracellulaire ont 
respectivement été substituées en glutamate (A230E) et en arginine (L23 l R) ont démontré le 
rôle de cette région dans le couplage et l'activation dt: protéines G du PAFR (Parent et al.. 
1996 ). Dans une autre étude. I' aspartate de la position 289 du septième domaine 
transmembranaire a été remplacé par une alanine. Cetti.: mutation mène à une augmentation de 
l'affinité pour le PAF. l'absence de couplage et uni.: incapacité à engendrer une réponse 
mesurée en accumulation d'inositols phosphate. ce ljUt suggère ainsi l'importance de ponts 
hydrogènes dans la conformation et la transition de la forme inactive du récepteur à la forme 
active. nécessaire à la transduction du signal (Parent et al.. l 996b). L'importance de la région 
centrale du récepteur dans la liaison du ligand a aussi été démontrée suite à la mutation de trois 
histidines situées dans les domaines transmembranaires V et VI (lshii et al., 1997). 
Le PAFR peut également subir des modification post-traductionnelles. Par exemple. on 
peut noter la présence d'un pont disulfure entre les cyst~ines des positions 90 et 173 qui semble 
être nécessaire au ciblage du récepteur à la membrane plasmique (Le Gouill et al., 1997). La 
glycosylation du récepteur à la deuxième boucle extracellulaire du PAFR est aussi requise pour 
l'expression membranaire du récepteur mais ne semble toutefois pas avoir un rôle dans 
l'affinité et l'activité du récepteur (Garcia Rodriguez et al., 1995). La présence de 9 sites 
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potentiels de phosphorylation à l'extrémité carboxy-terminale semble être impliquée dans la 
désensibilisation du récepteur (Takano et al., 1994; Ishii et al., 1999; Le Gouill et al., 1997b). 
Modifié de Prescott et al. , 2000. 
Histidines Importantes pour 
la liaison du ligand 
Extracellulaire 
Schéma 5 : Représentation du récepteur du PAF humain. Les cercles désignent les résidus 
d'acides aminés. La position relative des résidus substitués chez les récepteurs mutants 
mentionnés sont indiqués. Les sites potentiels de phosphorylation sérine/thréonine sont 
identifiés à la queue cytoplasmique. Le site de glycosylation du récepteur est représenté au 
résidu asparagine 169 et le pont disulfure reliant les cystéines de la première et deuxième 
boucle cellulaire est montré. 
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Sig11a/isatio11 
La liaison du PAF à son récepteur entraine un~ cascade d ·événements biochimiques 
menant à la transduction du signal et à l'activation de Li cellule cible (Bito et al., 1997). Une 
des réponse les plus hâtives du PAF est l'hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate. 
Cet effet génère deux seconds messagers. l'inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) et le 
diacylglycérol (DAG) qui participeront par la suite à la redistribution de Ca:?- intracellulaire et 
à l'activation de la protéine kinase C (PKC) (Ali et al.. 1994; Shukla, 1991). De plus, le PAF 
peut causer l'activation de la phospholipase A:? qui mène ainsi à la libération d'acide 
arachidonique et de métabolites apparentés à la prostaglandine (Okayasu et al., 1987; 
Kawaguchi et al.. 1986). L'hydrolyse de la phosphatiJ: !choline par la phospholipase D (PLO) 
est. tant qu'à elle. responsable de la libération de !" .Kide phosphatidique conduisant à la 
production de DAG (Liu et al., 1997). Le PAF peut ~~alcment activer les "mitogen-activated 
protein kinases" ('.'vtAPKs) via l'activation de la phosphatidyl-3-kinase (Pl3K) et de tyrosine 
kinases chez les éosinophiles humains (~foke et al.. 2000). Une récente étude a toutefois 
démontré que l'activation de la tyrosine kinase 2 (Tyk2) par le PAF pouvait se produire de 
façon indépendante des protéines G (Lukashova et al.. 2001 ). 
Le système de signalisation intracellulaire du PAF fait cependant face à une régulation 
étroite. Le PAF est tout d'abord contrôlé au niveau de sa \·oie de synthèse et de sa disponibilité 
biologique (Prescott et al., 2000). Les acétylhydro!ascs intracellulaires et extracellulaires 
contribuent ensuite à sa régulation par sa dégradation en ses dérivés inactifs, le lysoPAF et 
l'acétate (Stafforini et al., 1997). L'expression de son récepteur est également restreinte à 
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Schéma 6: Mécanismes généraux de transduction du signal du récepteur du PAF. 
PLA2, phospholipase A2; PLC, phospholipase C; PtdinsP2, phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate; IP2, inositol 4,5-bisphosphate; lP3, inositol 1,4,5-trisphosphate; DAG, 
diacylglycérol; PKC, protéine kinase C. 
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Dése11sibi/isatio11 
Plusieurs groupes ont reporté que !"action du PAF peut être désensibilisée suite à une 
exposition répétée ou de longue durée à lagoniste (T akano et al.. 1994; Ishii et al., 1998; 
Kamata et al., 1996). L'implication de la PKC dans le contrôle homologue et hétérologue du 
PAF a été amplement étudiée. Il a ainsi été démontré que la perte de capacité de couplage 
induite par le PAF peut être bloquée par des inhibiteurs de PKC comme la staurosporine et le 
1-5(5-isoquinolinesulfonyl] pipérazine (O'Flaherty et al.. 1992). D'autres études ont montré 
que l'activation de la PKC indépendante du PAF, médiée par le 4PP~IA ou taléocidine, peut 
également induire une baisse du potentiel de réponse (Chao et al.. 1993 ). L'inhibition de la 
PKC ne semble toutefois pas suffisante pour l'abolition de la phosphorylation du récepteur 
après une stimulation par l'agoniste (Ali et al.. 1994), suggérant ainsi l'implication d'autres 
kinases dans k processus de désensibilisation du récepteur. Cette hypothèse est également 
basée sur l'induction de la translocation et l'activation d'une GRK cytoplasmique par le PAF 
dans les leucocytes humains et la phosphorylation d'un peptide synthétique de la queue 
cytoplasmique du PA.FR par la GRK2 (Takano et al., 1994). 
L'internalisation du PAFR se fait selon un processus dépendant de l'agoniste et de la 
température (Gerard et al., 1994 ). La PKC ne semble toutefois pas induire ou moduler 
l'internalisation du récepteur par les vésicules de clathrine (Le Gouill et al., l 997b ). 
L'implication potentielle de l'activation de la PLC dans l'internalisation a été amenée suite à 
la découverte que le complexe AP-2 pouvait se lier au phosphaditylinositol 4,5-bisphosphate 
(Beck et al., 1991) et à l'inositol 1,4,5-trisphosphate (Volgmaier et al., 1992). Il a aussi été 
démontré par des traitements à la toxine pertussique que le couplage et l'activation des 
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protéines G était primordial à l'internalisation du récepteur de la somatostatine (Koenig et al.. 
1997). Cette observation est toutefois contraire à celle observée pour le P AFR où le couplage 
aux protéines G et la signalisation ne participent pas à l'internalisation du récepteur induite par 
le ligand (Le Gouill et al., l 997b). ll a également été noté que la phosphorylation de la queue 
C-terminale du hPAFR semble faciliter l'internalisation du récepteur sans toutefois être 
essentielle pour celle-ci (lshii et al.. 1997). D'autres données démontrent que l'internalisation 
du P AFR est accrue par la surexpression de P-arrestine l, P-arrestine 2 et dynamine (Chen et 
al., manuscrit en préparation). 
Possibilité d 'oligomérisatio11 
Il a précédemment été démontré lJUe la coexpression de certains récepteurs mutants du 
hPA.FR peut être utilisée pour modifier des caractéristiques spécifiques du récepteur de type 
sauvage comme le niveau d'activité basale. l'affinité pour le ligand ainsi que l'expression de 
surface (Le Gouill et al., 1999). Ces évidences ne prouvent cependant pas directement 
l'existence du récepteur sous la forme d'un ordre oligomérique. 
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PARTIE 4: RÉTICULATION INDl11TE PAR LA COUMERMYCINE 
La DNA gyrase est une topoisomërase bactérienne de type li qui peut introduire des 
surenroulements négatifs dans l'ADN en utilisant !"énergie libre résultante de l'hydrolyse de 
l 'ATP (Reece et al., 1991 ). La forme enzymatique provenant de Escherichia co/i est constituée 
de deux protéines, A et B, d'un poids moléculaire respectif de 97 et 90 KDa et la forme active 
de l'enzyme est formée par un complexe tétramérique A1B1. Les sous-unités A et B 
contiennent différents domaines fonctionnels. La protéine A est principalement impliquée 
dans le bris de l' ADN (Reece et al., 1989 ). tandis que la sous-unité B est plutôt responsable de 
l'acti\·ité nécessaire à l'hydrolyse de !" .-\ TP (Gellert et al.. 1979). Les coumarins sont des 
puissants inhibiteurs de la réplication tk l"ADI'\ bactérien (~laxwell et al.. 1992). La liaison 
des coumarins à la portion N-tern1inalc de la sous-unité B de la gyrase bloque la liaison de 
l' A TP de façon non-compétitive. empêchant alors la réaction A TPasique nécessaire à l'activité 
de la gyrase (Gilbert et al.. 1994; Ma:rndl et al.. 1993; Ali et al.. 1993). Une molécule de 
coumermycine se lie ainsi à deux sous-unités B de la gyrase (1 : 2) tandis qu'un autre 
antibiotique coumarin apparenté. la novobiocine, se lie plutôt selon une stoechiométrie de 1 : l. 
Farrar et collaborateurs ont démontré que la dimérisation était suffisante à l'activation de 
la cascade des MAP kinases par la protéine kinase Raf-1. et ce, indépendamment de sa 
translocation à la membrane cellulaire. Cette observation à été obtenue à l'aide d'une méthode 
de dimérisation chimique induite par la coumermycine où cet agent perméable à la cellule a 
permis le contrôle spécifique de l'oligomérisation intracellulaire de la protéine Raf-1 (Farrar et 
al., 1996). Cette réticulation a été rendue possible en fusionnant le sous domaine de la protéine 
B de la gyrase à la protéine Raf. Un dimère de Raf était donc fonné suite au traitement à la 
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coumermycine, tandis qu'un coumarin apparenté mais monovalent, la novobiocine, n'induisait 
pas la dimérisation de la protéine. La coumermycine a l'avantage d'être perméable à la cellule 
et commercialement disponible, contrairement à l'agent dimérisant FK1012 (Spencer et al., 
1993). Son effet sur les cellules et animaux a également été l'objet d'une étude méticuleuse 
(Godfrey et al., 1972). Le système expérimental est résumé sur le schéma suivant. 
A 
lntblction de la, forme 





Induction de la forme 
monomérique de la protéine : 
Raf 
Novobiocine 1:1 
Schéma 7 : Système de réticulation chimique de Raf induite par la coumermycine. 
L'addition de coumermycine devrait mener à la formation d'un homodimère Raf-GyrB: Raf-
GyrB (A), tandis que l'ajout de novobiocine devrait plutôt favoriser la forme monomérique de 
la protéine Raf (B). 
Cette stratégie de dimérisation a ensuite été utilisée dans différents systèmes comme dans 
le cas des cellules lymphoblastoïdes où on a démontré que la dimérisation de la L-sélectine 
pouvait augmenter à elle seule l'extravasation des lymphocytes et l'affinité pour le ligand (Li 
et al. 1998). D'autres études ont rapporté que la dimérisation de la Janus Kinase 2 (JAK2) 
pouvait induire son activation indépendamment du récepteur (Mohi et al. 1998) et que la 
dimérisation de Stat-3 induite par la coumermycine entraînait des effets similaires à l'IL-10 
(0 ' Farrel et al., 1998). 
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B. Prologue : 
OBJECTIFS DE RECHERCHE ET STRATÉGIES UTILISÉES 
Étant donné que la dimérisation semble avoir une implication au niveau de ractivité d'un 
nombre grandissant de GPCRs. nous avons tenté de démontrer directement la présence de 
dimères du hPAFR à l"aide d"études de coimmunoprécipitation différentielle. Ce type d•étude 
s"est également avéré utile dans la recherche de partenaires d.hétérodimérisation potentiels du 
hPAFR. Le type dïnteraction responsable de rordre dimérique du récepteur a ensuite été 
étudié à l'aide d"agents réducteurs et d'un mutant de délétion du récepteur auquel une partie de 
la queue C-tenninale a été enlevée. 
Dans un deuxième temps. nous avons voulu étudier l'implication de la dimérisation du 
hPAFR dans le processus d"internalisation des récepteurs. Nous avons alors utilisé le système 
de dimérisation induite par la coumennycine pour la réticulation du récepteur. 
L ·internalisation du récepteur résultant. le hPAFR-GyrB. a ensuite été mesurée à 1 ·aide de trois 
techniques différentes. ce qui a rendu possible l'analyse de la répartition des récepteurs tant au 
niveau de la membrane plasmique que sur le plan intracellulaire. Les études de liaison ont tout 
d'abord pennis la mesure de la perte de sites de liaison du récepteur pour un antagoniste 
radiomarqué impennéable à la cellule, traduisant ainsi la désensibilisation du récepteur sous un 
aspect général. Les études dïncorporation ont, tant qu'à elles, été effectuées à l'aide d'un 
ligand radiomarqué pennéable à la cellule qui a rendu possible l'évaluation d"une résultante de 
l'internalisation. soit la quantité de complexes ligand-récepteur présents à lïntérieur de la 
cellule. La cytofluorométrie a finalement pennis la mesure de l'internalisation des récepteurs 
en tenant compte de leur disparition de la membrane plasmique. 
Tableau 2: Méthodes utilisées pour mesurer l'internalisation du hPAFR-GyrB. 
Technique 




Perte de liaison de récepteurs 
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(Désensibilisation/Internalisation) 
Incorporation du ligand [3H]P AF Intracellulaire Complexes ligand-récepteur 
internalisés 
Cytofluorométrie anti-c-myc Surface Disparition des récepteurs 
Les mécanismes responsables de l'internalisation du hPAFR-GyrB ont ensuite été 
analysés par microscopie confocale où la translocation des 13-arrestines a été étudiée. La 
relation entre l'activation de la PLC et l'internalisation du récepteur a été évaluée par des essais 
d'accumulation d'inositols phosphate et des inhibiteurs de protéines kinases ont été utilisés afin 
de cibler le rôle potentiel de celles-ci dans l'internalisation/désensibilisation du hPAFR-GyrB. 
C. Article 
Agonist-independent desensitization and internalization of the human 
platelet-activating factor receptor by coumermycin-gyrase 8-induced 
dimerization. 
Amélie Perron. Zhang-guo Chen. Denis Gingras. Denis J. Dupré. Jana Stankova 
and Marek Rola-Pleszczynski 
lmmuno/ogy Division. Department of Pediutric:s. 
Faculty of Mediâne. Université de Sherbrooke. 




Platelet-activating factor (PAF) is a phospholipid with potent and diverse physiological 
actions. particularly as a mediator of inflammation. We have previously reported that mutant 
G-protein-coupled receptors (GPCRs) can affect the functional properties of co-expressed 
wild-type human PAF receptor (hPAFR). lncreasing evidence suggests that dimerization of 
GPCRs may play an important role in the regulation of their biological activity. However. its 
involvement in receptor internalization is not well understood. To investigate the specific role 
of dimerization in the intemalization process of GPCRs. we generated a hPAFR-GyrB fusion 
protcin. dimerized through the addition of coumermycin. We found that dimerization was by 
itself sufficient. in the absence of agonist, to induce internalization of hPAFR-GyrB. which 
occurred without the activation of phospholipase C (PLC) in CHO cells. Moreover. 
stimulation by coumermycin led to a time-dependent disappearance of [3H]-WEB2086 
(antagonist) binding sites. Confocal microscopy experiments with COS-7 cells showed that 
coumermycin-induced sequestration of hPAFR-GyrB was independent of arrestin 
translocation. Finally, the protein kinase C (PKC) inhibitors staurosporine and GFI09203X 
blocked the coumermycin-induced desensitization of hP AFR-GyrB. suggesting the implication 
of PKC in the molecular mechanism mediating the agonist-independent intemalization of the 
receptor. Taken together. these findings suggests a novel mechanism of GPCR desensitization 
and intemalization triggered by induced dimerization. 
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INTRODUCTION : 
Platelet-activating factor (PAF) is a phospholipid with potent chemoattractant and 
leukocyte activation properties (1. 2). PAF is thought to be a mediator of cell-to-cell 
communication. which may function either as an intercellular or an intracellular messenger (3 ). 
Its presence has been associated with a number of inflarnmatory and allergie responses which 
can result in pathologie events that affect the cardiovascular. cerebral. respiratory. 
gastrointestinal. dennal. reproductive. renal. hepatic and pancreatic systems. as well as 
transplanted tissues (4. 5). The biologie activity of PAF is mediated by its interaction with a 
unique G-protein-coupled receptor (GPCR). the PAF receptor (PAFR) (6). 
Upon binding to its receptor. PAF activates multiple intracellular signal tranduction 
pathways which include turnover of phosphatidylinositol. elevation in intracellular calcium 
concentration. and activation of kinases. resulting in multiple and diverse bioactions (7. 8). 
Exposure of GPCRs to their agonists is usually followed by a rapid desensitization of signaling 
(9-11 ). A series of distinct events are known to participate in this mechanism. including a 
functional uncoupling of the receptor from the G-protein. a net loss of receptors (receptor 
down-regulation) and sequestration of the receptors into intracellular compartments. GPCR 
intemalization has become the subject of an intensive investigation over the past several years 
and a large volume of data has accumulated regarding the mechanisms regulating the 
endocytosis of a wide variety of different GPCRs. The Jh-adrenergic receptor (P2AR) and a 
large number of GPCRs have been demonstrated to intemalize through a dynamin-dependent 
mechanism involving clathrin-coated pits (12.13). However. other pathways also participate in 
the endocytosis of GPCRs. Sorne receptors such as the dopamine 0 2 receptor (14). the type 1 
angiotensin receptor (AT1AR). and the m2 muscarinic rcceptor can intemalize by an 
50 
unidentified mechanism that shows an atypical sensivity to dynamin ( 15-17). ln addition. 
further analysis revealed that the N-Formyl peptide and C5a chemoattractant receptors are 
intemalized via an arrestin- and dynamin-independent pathway ( 18) which leads to questions 
about an alternative mechanism involved in mediating desensitization and intemalization of 
these receptors. 
It has been shown that the human (h)PAFR undergoes a ligand-specific, temperature-
dependent internalization in transfected cells ( 19). Moreover, we have reported that G-protein 
coupling and signaling are not implicated in hP AFR intemalization (20). ln the latter study, 
we demonstrated that PKC does not trigger or modulate the internalization process and 
suggested the participation of clathrin-coated vesicles in hP AFR internalization. Other data 
strongly suggest that hPAFR internalization is arrestin- and dynamin-dependent and 1s 
increased by overcxpression of arrestin 2 and arrestin 3 (Chen et al., manuscript in 
preparation). 
An increasing number of studies have shown that many GPCRs can form dimers. For 
example. homodimerization has been demonstrated for the JhAR (2 l ), the ô-opioid receptor 
(22), the chemokine receptors CCR2b, CCR4 and CCR5 (23, 24), the dopamine D1, D2 and D3 
receptors (25-27), the muscarinic m2 and m3 receptors (28, 29). the Ca2+ sensing receptor (30), 
the AT1AR (31 ), and the metabotropic glutamate receptor 5 (32). Agonists have also been 
shown to stabilize the dimeric form of several receptors including the P2AR (21 ). and the 
chemokine receptors CCR2b, CCR4, and CCR5 (23, 24). This suggests that homodimerization 
could play a role either directly in the activation mechanism of receptors or, altematively, in 
subsequent agonist-dependent desensitization and intemalization (33) as shown for the ô-
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opioid receptor (22). ln the latter study, the authors demonstrated that a mutant receptor with a 
deletion of the 15 C-terminal residues that did not dimerize could no longer be intemalized. 
Hence, they suggested that intemalization could be regulated by signais determined by 
secondary structure/conformation of the receptor that would be involved in the interconversion 
between the dimeric and monomeric form. 
We have previously demonstrated that co-expression of certain mutant hP AFR receptors 
with wild-type hP AFR could also be used to modify specific characteristics of the wild-type 
receptor. such as basal level of activity, affinity for the ligand and the extent of cell surface 
expression (34 ). However. although these findings are consistent with a capacity of hP AFR to 
form oligomers. they do not provide direct physical evidence that such receptor species 
actually exist. 
To determine whether artificially-induced oligomerization of hPAFR could initiale or 
potentiate the intemalization process of the receptor, we applied the coumermycin-induced 
dimerization system (35) which is based on the binding of coumermycin to the amino-terminal 
24 kDa subdomain of the 8 subunit of bacterial DNA gyrase (GyrB) (36). Coumermycin acts 
as a natural dimerizer of GyrB, because it binds GyrB with a stoichiometry of 1 :2, whereas a 
related coumarin antibiotic, novobiocin, binds GyrB as a 1: 1 complex (3 7) and thus serves as a 
non-dimerizing control. A hPAFR-GyrB fusion protein was generated, with the GyrB moiety 
fused to the C-terminal tail of hPAFR. that could be induced to dimerize by coumermycin. We 
report here that hPAFR-GyrB is desensitized and intemalized in the presence of coumermycin, 
in an agonist- and arrestin-independent manner and that this intemalization involves protein 
kinase C (PKC) but not tyrosine kinase or phospholipase C (PLC) activity. 
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MATERIAL AND Mfi:THODS : 
Chemical Reagents - Oligonucleotides. cell culture media and LipofectAMINE were purchased 
from Life Technologies. lnc. Restriction endonucleases and T4 DNA ligase were from 
Promega and Amersham Pharmacia Biotech. The human P AFR cDNA was a generous gift 
fonn Dr.R.Ye (University of Chicago. Chicago, IL) and pcDNAJ-Raf-GyrB was kindly 
providcd by Dr. Michael A. Farrar (Merck Rcscarch Laboratorics. Rahway. NJ). Bovine serurn 
albumin. Tyrphostin 51. paraformaldehyde. coumermycin and novobiocin were from Sigma. 
Staurosporine and GF 109203X were from BIOMOL Research Laboratories. NH.iCI and 
DMSO from Fisher and lipid-free bovine serurn albumin was from Calbiochem. AG 1-XS resin 
was from Bio-Rad and DEAE-Dextran was purchased from Pharmacia. PAF was from the 
Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, Ml), [3H]hexadecyl-PAF and myo-[31-I]inositol were from 
Amersham Corp. WEB 2086 and FuGENE ™ 6 were from Roche Molecular Biochemicals. 
[3H]WEB2086 was purchased from NEN Life Science Products. Antibodies used were rabbit 
polyclonal anti-c-myc (A-14) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz. CA). monoclonal anti-c-
myc (9E 10) (A TCC, Manassas, V A) and monoclonal anti-HA ( t 2CA5) (BAbCO, Richmond. 
CA). Horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse and donkey anti-rabbit antibodies 
were from Amersham Pharmacia Biotech. Fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated goat 
anti-mouse and rhodamine-conjugated goal anti-mouse Abs were obtaine<l from Bio/Can 
Scientific (Mississauga, ON, Canada). 
Construction of Epilope-tagged PAFR-GyrB- Human PAF receptor was epitope-tagged in the 
amino-tenninal extracellular domain with either a c-myc or a hemagglutinin (HA) epitope, a~ 
described previously (20) and subcloned into the pcONJ\3 vector. To construct P AFR-GyrB. 
Nhel. Notl and Apal sites were introduced in the pcDNAJ-c-myc-hPAFR by digestion using 
the oligonucleotides 5·-CTGGCAA TTCCCTCAAAAA TGCTAGCTAGGCGGCCGCGGGC-
3· corresponding to the last 23 nucleic acids of the hPAFR. The stop codon was then replaced 
at the Nhel-Notl sites with the coding region of GyrB isolated from pcDNA3-Raf-GyrB at 
Xbal and Notl sites. Constructs were verified by restriction enzyme digestion. 
Cel/ Culture and Tramjèclions - COS-7 and CHO cells were maintained at 37°C in a 5% C02 
atmosphere in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) (high glucose) and DMEM F-12 
(Ham's medium. high glucose). respectively. supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS). 
Cells were grown in 100-mm dishes to 70-80% confluence and transiently transfected the 
following day with 7 ml of a mixture of 100 µM chloroquine and DEAE-dextran (0.25 mg/ml) 
containing4 µg ofplasmid DNA (pcDNA3-c-myc-hPAFR. pcDNAJ-HA-hPAFR, or pcDNAJ-
c-myc-hPAFRGyrB) in DMEM with 5% FBS. After 2 h at 37°C. the solution was removed 
and the cells were treated for 1 min at room temperature with 10% dimethyl sulfoxide in 
phosphate-buffered saline (PDS), rinsed twice with PDS. and retumed at 37°C incubator in 
growth medium supplemented with 5% FBS. For confocal microscopy experiments. cells were 
seeded into 6-well plates ( 1-1.5 X 105 cells/ml) and transiently transtècted with 1 µg of 
plasmid DNNwell by using the FuGENE 6 transfection reagent (Boehringer Mannheim) 
according to the manufacturer's instructions. Stable CHO transfectants expressing the 
pcDNA3-c-myc.:-hPAFR were generated as described previously (38). CHO stably transfected 
with the pcDNA3-c-myc-hPAFR-GyrB were established as above except that positive cells 
were selected with a F ACS-V antage cell sorter (BD Biosciences) following labeling with an ti-
c-mye mAb and FITC-conjugated goal anti-mouse Ab. 
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lmmunoprecipitation and Western B/olling - COS-7 were rinsed 48 h after transfection with 
PBS. Cells were then removed from l OO-mm plates and collected by centrifugation in PBS. 
The cell pellet from each plate was disrupted in 500 µI of RIPA buffer ( 150 mM NaCI. 50 mM 
Tris-HCI. pH 7.5, 5 mM EDTA, 1%, IGEPAL, 0.5% deoxycholic acid, 0.1% SOS) containing 
protease inhibitors ( 1 µg/ml soybean trypsin inhibitors. 1 µM leupeptin. 20 µg/ml aprotinin. 40 
~1g/ml prcfabloc, and 40 µg/ml TLCK) and incubatcd 30 min on icc. Lysatcs wcrc thcn 
precleared with 25 µg of protein A-Sepharose for 30 min at 4°C and incubated with anti-c-myc 
or anti-1 IA Abs for l h at 4°C. The protein A-Sepharose was gently shaken in lysis buffer 
containing ! % BSA for 30 min at room temperature before use. Epitope-tagged hP AFR were 
precipitated by incubation with l OO ~tg of protein A-Sepharose for 2 h at 4°C. After washing 3 
limes in lysis buffer. complexes were dissolved in l X loading butTer. separated by l 0% SDS-
PAGE. and transferred to nitrocellulose membranes. Membranes were blocked in PBS-Tween 
0.1 % containing 10% dried milk for 1 h and incubated with anti-HA or anti-c-myc in PBS 1 % 
dried milk 1 h al room temperature. After washing with PBS-Tween and incubation with 
sccondary antibodics. an cnhanccd chcmilumincsccnt dctcction system was uscd for protcin 
detection (Amersham Pharmacia Biotech). 
Flow Cytometry Studie.'i - Receptor intemalization was determined as the level of receptor loss 
from the cell surface. Stably transfected CHO cells were seeded on 6-well plates (4 X 105 
cells/well) one day prior the assay. Cells were then washed with PBS and incubated in DMEM 
F 12 with the indicated concentration of coumarins for a specific time period. Ce lis were rinced 
once with PBS and treated with PAF (10-6 M) for the appropriate time in media containing 
0.2% BSA. Cells were then washed once with PBS containing 2% BSA to remove the agonist 
(PAF) and harvested in ice-cold PBS. Cells wcre first labeled with or without anti-c-myc 
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antibody on ice for 1 hour. After washing twice \\ith ice-cold PBS, cells were incubated for an 
additional 45 min with fluorescein isothiocyanate-conjugated goat anti-mouse Ab on ice and 
washed as described above. Antibody-stained cells were analyzed for fluorescent intensity on a 
F ACScan flow cytometer (BD Biosciences. San Jose. CA) with dead cells excluded by a gate 
on forward and side scatter. 
Radio/igand Binding Assay - Compctition binding curvcs wcrc donc on CHO cclls cxprcssing 
the wild-type or Gyr-B receptor species and binding reactions with IO nM 3H-WEB2086 were 
done as described before (20). Intemalization experiments were done on stably transfected 
CHO cells seeded onto 100-mm dishes 24 h prior to assay. Cells were washed once with PBS 
and pretreated or not with the indicated inhibitors (NH.Cl (IO mM, IO min), staurosporine (3 
µM. 20 min). GF l09203X (2 µM. 30 min), Tyrphostin 5 I (JO µM, 25 min) or novobiocin (1 
mM. 500 µM. and I50 µM. 20min)) at 37°C in DMEM Fl2. Cells were thcn washcd with PBS 
and incubated at 37°C with coumarins or PAF (I0-6M) in media containing 0.2% BSA for the 
indicated time. llinding reactions were done on ice as described above. 
ligand lnternalization - The ligand intemalization kinetics had been evaluated in CHO cells 
stably transfected with the hP AFR or hP AFR-GyrB in I 2-well plates (2 X I 05 cells/well). 
After 24 h, cells were pretreated or not with coumermycin ( I 5 µM for 10, 45, 80, 120, 180, and 
210 min). Cclls wcrc thcn incubatcd at 37°C with 2 nM [3H]hcxadccyl-PAF in a buffcr 
containing I50 mM choline chloride, 10 mM Tris-HCl, pH 7.5, IO mM MgCh. and 0.2% lipid-
free BSA ( I 9) for 45 minutes. Aftcr the incubation period, cells were washcd twice with 1 ml 
of the same buffer but containing 2% BSA. Cells were then lysed in O. I N NaOH and 
intemalized radioactivity was mesured by liquid scintillation. 
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lnosilol Phosphate Determination - Stably CHO transtècted cells were plated on 6-well dishes 
(4.0 X I05 cells/well) and incubated at 37°C in complete media 12 h before the assay. Cells 
were then washed once in PBS and labeled for 18-24 h with myo-[3H]inositol at 3 µCi/ml in 
DMEM (high glucose, without inositol). After labeling, cells were washed once in PBS and 
preincubated at 37°C in pre-warmed modified media containing 20 mM LiCI for 10 min. 
Media was then removed and cells were pretreated. or not. with coumermycin ( 15 µM) or 
novobiocin ( 15 µM) for the indicated period of time in modified media containing 20 mM 
LiCl. Cel!s were washed with PBS and incubated in pre-warmed media containing 0.2% BSA 
and 20 mM LiCI for IO min with PAF (I0-6M). The reactions were terminated with the 
addition of perchloric acid followed by a 30-min incubation on ice. Inositol phosphates (IP) 
were extracted as described previously (34) and separated on Dowex AGI-X8 columms. Total 
labeled inositol phosphates were then counted by liquid scintillation. 
Confoca/ Microscopy - COS-7 cells were grown on 25 mm coverslips and transiently 
transtècted with pcDNA3-c-myc:-hPAFRGyrB and arr2-GFP or arr3-GFP (kind gifts from Dr. 
J. Benovic, Philadelphia PA) using FuGENETM6 and processed as previously described (34). 
Cells were incubated in the presence or absence of coumermycin or novobiocin ( 15 µM. 180 
min) and then. treated or not with PAF ( 1 µM) for 80 min. Cells were fixed with 4% 
paraformaldehyde ( 15 min at RT) and permeabilized in 0.1 % saponin. Cells were then 
incubated with anti-c-myc Ab followed by rhodamine-conjugated goat anti-mouse Ab. Cells 
were examined with a scanning confocal microscope (NORAN Instruments Inc., Middleton. 
WI) equipped with a krypton/argon laser and coupled to an inverted microscope with a 40x oil 
immersion objective (Nikon). Optical sections were collected at 1-µm intervals with a 10-µm 
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pinhole aperture. üigitized images were obtained with 256 times line averaging and enhanced 
with lntervision software (NORAN Instruments lnc.) on a Silicon Graphies 02-work station. 
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Rt<:SULTS: 
Dimcrization of hPAFR - To study whcthcr hPAFR can form dimcrs. albcit undcr conditions 
of overexpression. we used COS-7 cells transiently expressing c-myc epitope-tagged hPAFR. 
lmmunoblotting (lB) of c-myc epitope-tagged receptor with rabbit anti-c-myc antibody 
consistcntly rcvcaled the presence of molecular species corresponding to the expected positions 
of the monomeric receptor (38-45 KDa) as well as higher molecular weight forms 
corresponding to twice that of the monomer (80-85 KDa), suggesting the existence of an SDS-
resistant dimeric species ofhPAFR (fig. IA. lane 2). Higher molecular mass forms of hPAFR 
were af so detected. suggesting the possibility of higher order structures. such as receptors 
tetramers. The identity of the <limer was confirmed by immunoprecipitation (lPP) experiments 
using differentially tagged receptors. ln cells co-expressing both HA- and c-myc-tagged 
hPAFR, bfotting of the anti-c-myc immunoprecipitate with the anti-HA Ab reveafed the 
presence of hP AFR. indicating that dimerization occured between the two different epitope-
tagged receptors (fig. l B. fane l ). The specificity of the Abs is illustrated by absence of cross-
reactivity in cells expressing only one tagged receptor species (figure 1 B. line 2). 
Cbaractcrization of the bPAFR-GyrB - ln order to study the eftèct of artificially induced 
dimeri?.ation of hP AFR on cells, we constructed a chimeric cDNA encoding hPAFR and GyrB 
as a fusion protein (hPAFR-GyrB) and generated a stable hPAFR-GyrB-expressing CHO cell 
fine. We next determined the effect of fusing GyrB to the intracellular C terminus of the 
hP AFR on receptor properties by comparing CHO cells stably expressing the wild-type hP AFR 
with CHO cells stably transfected with hPAFR-GyrB. Flow cytometry studies showed that 
wild-type hPAFR and hPAFR-GyrB had similar cell surface expression fevels (fig. 2A and B). 
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indicating that UyrB had no significant etlèct on cellular trafticking and distribution of the 
receptor. Binding characteristics were determined using the PAF receptor antagonist, 
[3H]WEB2086. by competition with WEB2086. Competition binding experiments showed that 
the affinity of WEB2086 for hPAFR-GyrB was unaltered compared to the wild-type receptor. 
as shown in Fig 2C. ln order to investigate the signaling capacity of the mutant receptor. we 
examined the ability of hPAFR-GyrB to mediate the stimulation of phosphatidylinositol 
hydrolysis. Agonist-independent basal IP production and agonist-induced increased IP 
production were similar in both hPAFR- and hPAFR-GyrB-transfected cells. as shown in Fig. 
20. Thus. the addition of the GyrB moiety did not lead to detectable changes in hP Af'R 
function. 
Agonist-independent desensitization of the hP AFRGyrB - Dimerization-induced P AFR 
desensitization was analyzed in CHO cells stably expressing the hPAFR or hPAFR-GyrB 
receptors. using three different approaches : ( 1) loss of ligand ([3H]WEB2086) binding, (2) 
ligand ([3HJPAF) intemalization. and (3) loss of cell surface hPAFR expression. Cells were 
treated with coumarins (coumermycin or novobiocin) for the indicated times and the number of 
ligand-binding sites on the cell surface was measured using a saturating concentration of the 
hydrophilic ligand [3H]WEB2086. Surprisingly, exposure to coumermycin alone initiated a 
time-dependent loss of receptor binding sites which reached 37 ± 2% of contrais (Fig. 3A). 
The phenomenon occured within 5 min after stimulation and reached a plateau after 1 h. 
Novobiocin. the monomeric coumermycin analogue. had no significant effect on receptor 
binding loss. Furthermore, pretreatment of CHO cells with novobiocin partially prevented the 
coumermycin-induced etlèct (Fig. 38). These results suggested that, by inducing dimeriz.ation 
of hPAFR-GyrB, coumermycin could specifically induce a PAF-independent loss of binding 
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sites. which could be associated with receptor desensitization and/or sequestration. We next 
evaluated the time course of desensitimtion of hPAFR-GyrB in the presence of the agonist. 
Cells were pretreated for40 min with coumermycin and lµM PAF was added for the indicated 
time. As shown in Fig. JC. loss of binding sites occured with a half-time of approximately 5 
min following the addition of agonist. The coumermycin-induced loss of [3H]WEB2086 
binding sites. which was independent of the agonist, did not prevent the further loss of binding 
sites induced by PAF. the two effects being additive. 
Coumermycin-mediated sequestration of the hPAFR-GyrB in CHO cells - The results 
presented above strongly suggested that coumennycin played a role in the loss of 
[3H]WE82086 binding to hPAFR-GyrB in a ligand-independent manner. We therefore set out 
to analyze whether this phenomenon could be linked to receptor internalization. hPAFR-GyrB 
sequestration was analyzed in stably transfected CHO cells. The cells were exposed to 
coumennycin, for the times shown. at 37°C, prior to the addition of 2nM [3H]PAF. Following 
continued incubation at 3 7°C for 40 min. cells were washed with BSA 2% to remove surface-
bound ligand and lysed to allow the detection of internalized ligand. As shown in Fig. 4. 
coumennycin induced a time-dependent decrease in [3H JP AF uptake with a nadir of 61.2 ± 
1.0% of the values obtained for control untreated cells, at 180 min of treatment. This was 
possibly a reflection of our findings (Fig. 3A) that coumermycin could induce a loss of ligand 
binding sites in hPAFR-GyrR-expressing cells. 
Ligand-independent intemalization of hPAFR-GyrB mediated by coumermycin-induced 
dimerization - lnternalization of receptors in response to coumermycin was also assayed by 
flow cytometry, by determining the level of depletion of surface epitope-tagged receptors. 
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(.>uantifying cell surface epitopes has been used with other receptors and represents a non-
radioactive method of monitoring receptor sequestration (15, 42-44). Sequestration was 
defined as the fraction of total cell surface receptors that, after exposure to agonist, were 
removed from the plasma membrane and thus not accessible to antibodies from outside the 
cell. As shown in Fig. SA, a significant decrease of approximately 30% in the level of cell 
surface expression of hPAFR-GyrB was observed when cells were subjected to coumerrnycin 
alone in the absence of agonist (fig SA). Since novobiocin or DMSO did not induce any 
change in the cell surface expression of receptors (data not shown), the disapearance of cell 
surface hP AfR-G}TB induced by coumermycin could retlect the role played by dimerization in 
controlling the intemalization process. We next evaluated the time course of the agonist-
mediated sequestration of receptors after a pretreatment with or without coumarins. CHO cells 
stably expressing the c-myc-tagged hPAFR or hPAFR-GyrB receptors were thus pretreated 
with coumarins (coumerrnycin or novobiocin) for 100 min at 37°C and exposed to PAF for 0-
80 min. Following a 80-min stimulation with PAF, cell surface expression of wild-type 
receptor sequestered to a maximum of 24,3 ± 0,4% (Fig. SR), compared to 13,5 ± 1,9% 
obscrvcd for hPAFR-G}TB (fig SC). This diffcrcncc in the kinctics of rcccptor scqucstration 
may be due to steric hindrance resulting from the GyrB fused to the C-terrninal tait of the 
receptor, which could limit the accessibility of phosphorylation sites involved in the 
desensitization process. However, coumermycin pretreatment resulted in a specific 3-fold 
increase of intemalized hP AFR-GyrB which has not been observed for wild-type receptor, 
suggesting that coumermycin may have stimulated the rate and extent of agonist-mediated 
intemalization. As reported in Fig. SA, the coumerrnycin-mediated intemaliution seems, 
nevertheless, to be a very slow process that required more than l OO min, compared to the 
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agonist-mediated sequestration which could be observed al 20 minutes (Fig. 5C). This etlèct 
could indicate that coumennycin may induce a compensatory upregulation of an altemate 
endocytic mechanism(s) in addition to the typical agonist-induced endocytosis. We next 
evaluated the concentration-response characteristics of the coumennycin-mediated 
intemalization of hPAFR-GyrB followed by treatment with agonist. CHO cells were 
pretreated with coumermycin for the times shown and exposed to PAF for 80 minutes. As 
shown in 50. the loss of surface-bound receptors. corresponding to the sequestration process. 
is potentiated by coumermycin in a concentration-dependent manner by as much as 35,4 ± 
0.2% compared to the 19. 7 ± 2,6% obtained with agonist only. Thus. the pretreatment with 
coumennycin tàcilitated the agonist-induced sequestration of hP AFRGyrB by inducing an 
addilional agonist-independent process. 
Mecbanisms of bP AFR-GyrB intemalization - lt is well established that non-visual arrestins 
bind to agonist-activated GPCRs and serve as adaptator proteins during intemalization of 
GPCRs through clathrin-coated pits. Arrestin (arr)2-GFP has been demonstrated to redistribute 
from the cytosol to the plasma membrane upon receptor stimulation (45) and colocalize with 
selective intemalized GPCRs (46. 47). To evaluate the arrestin dependence of the 
coumennycin-mediated sequestration pathway, hPAFR-GyrB was cotransfected with the arr2-
GFP or arr3-GFP fusion protein in COS-7 cells and subcellular distribution was analyzed by 
confocal microscopy. In unstimulated cells, hPAFR-GyrB was found predominantly on the 
cellular membrane and arr2-GFP was evenly distributed throughout the cytoplasm (data not 
shown). Following a 80-min stimulation with PAF. a punctate pattern of arrestin fluorescence 
(green) al the plasma membrane was observed, in proximity to the receptor (red). Extensive 
colocalization (yellow) of hPAFR-GyrB and arr2-GFP fluorescence was also observed in 
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cndocytic vesicles (Fig. 6A). ln contrast, arr2-GFP fluorescence did not colocalize with 
hPAFR-GyrB immunotluorescence emanating from endocytic vesicles which were observed 
following the coumennycin treatment (Fig. 68). Arrestins remained exclusively in the 
cytoplasm. suggesting an arrestin-independent internalization pathway. Novobiocin also 
failed to induce any change in the cellular distribution of hPAFR-GyrB and arr2-GFP, which 
remained on the cell surface and cytoplasm. respectively (data not shown). We next evaluated 
the intcmalization behaviour of the reccptor under PAF stimulation following coumermycin 
treatment. Interestingly. arr2-GFP redistributed from a homogeneous cytosolic localization to 
a membrane-associated pattern \\ith appearance of arr2-GFP in endoqtic vesicles randomly 
distributed throughout the cytoplasm (Fig. 6C). The overall distribution pattern of arr2-GFP 
appeared similar to the agonist-mediated internalization of hPAFR-GyrB observed above. 
Similar results were found using arr3-GFP (data not illustrated). The coumermycin-induced 
intcrnalization was also independent of clathrin-coated pits because we failed to observe any 
change in the desensitization/internalization process after a NH4CI pretreatment compared to 
cells treated with coumennycin alone (data not shown). 
Functional characterization of the coumermycin-induced internalization of hPAFR-GyrB 
in CHO cells - To detennine whether the coumennycin-mediated internalization of hPAFR-
GyrB was a~sociated with receptor signalization, PLC activation was assessed in intact. stably 
transfected CHO cells by measuring IP accumulation. As shown in Fig. 7. no IPs were 
produced by hPAFR-GyrB over the entire duration of stimulation with cownermycin. In 
contrast. a 40-min PAF trcatmcnt of the cclls rcsultcd in a significant IP accumulation. 
showing that the preincubation time period with coumarins did not impair the functional 
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rcsponsc of the rcccptor to its ligand. Howcvcr, thcsc data suggcstcd that PLC activation docs 
not participate in the coumennycin-induced intemaliz.ation ofhPAFR-GyrB. 
EO'ect of Protein kinase lnhibitors on the Coumermycin-lnduced Desensitization of 
hPAFR-GyrB - We have previously shown that inhibition or activation of PKC did not 
significantly affect the agonist-stimulated sequestration process for wild-type hPAFR (20) 
which was dependent on arrestins. dynamin and clathrin. Heterologous GPCRs desensitiz.ation 
can. however. be mediated by PKC (9). To further investigate the molecular mechanism 
mediating the coumennycin-induced ligand-independent desensitization of hP AFR-G}TB. we 
detennined whether the effect of coumennycin occurred through activation of PKC. We 
preincubated CHO cells stably expressing hPAFR-GyrB in the presence or absence of the PKC 
inhibitors staurosporine and GF l 09203X prior to a 40-min incubation with coumennycin at 
37°C (Fig. 8). Undcr thesc conditions, staurosporine and GF109203X inhibited the 
coumennycin-induced loss of [3H]WEB2086 binding sites by 75% and 50%, respectively. The 
tyrosine kinase inhibitor tyrphostin 51 had no significant effect on desensitiz.ation of hPAFR-
GyrB. These data indicate that PKC is required for the coumennycin-mediated desensitiz.ation 
ofhPAFR-GyrB, whereas tyrosine kinase is not critically involved. 
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FIG. 1. Detection of human PAFR dimers via Western blotting analysis. COS-7 were 
transiently transfected either with pcDNA3 (A, lane 1) as a negative control, c-myc-tagged 
hP AFR (A and B, lane 2) or c-myc- and HA-tagged hP AFR (B, lane 1 ). Cell lysates were 
immunoprecipitated with mouse anti-c-myc (A) or anti-HA Abs (B) conjugated to protein A-
Sepharose beads, as described under "Materials and Methods" . Immunoprecipated receptors 
were subjected to 10% SDS-PAGE and detected via Western Blotting using the rabbit anti-c-
myc Ab. Positions of receptor bands are denoted by arrows and molecular weight markers are 
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FIG. 2. Expression, binding and signaling of wild-type hPAFR and hPAFR-GyrB 
receptors in CHO cells. Flow cytometric analysis of c-myc wild-type (A) and GyrB (B) 
receptors in stably transfected CHO cells. Dotted fine, labeling with FITC-goat anti-mouse 
antibody. Solid fine, labeling with anti-c-myc antibody. C, Competition binding isotherms of 
[3H]WEB2086 by WEB2086 in stably transfected CHO cells. Cells were incubated with 
increasing concentration of WEB2086 and binding responses were determined as described 
(20). D, Basal and stimulated IP levels in CHO cells expressing wild-type or GyrB PAF 
receptors. Total IPs were mesured as described under "Materials and Methods". The results 
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FIG. 3. Coumermycin induces an agonist-independent loss of (3BJWE82086 binding to 
hPAFR-GyrB in stably-tnnsfected CHO cells. A, hPAFR-GyrB-transfected intact cells 
were treated with coumarins (coumermycin or novobiocin) for the indicated time and total 
[
3H]WEB2086 binding was measured as described in "Materials and Methods". These data 
represent the mean of three independent experiments, each done in triplicate. 8, Inhibition of 
coumermycin-induced loss of [3H]WEB2086 binding by novobiocin. CHO cells stably 
expressing the hP AFR-GyrB were pretreated with the indicated amount of novobiocin and 
exposed to coumermycin 20 min later. C, Time course of agonist-induced loss of 
[3H]WE82086 binding to hPAFR-GyrB. Cells were pretreated or not with coumermycin and 
exposed to PAF for the indicated time. Cells were then washed with 2% BSA and assayed for 
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FIG. 4. Effect of coumermycin on the internalization of the bPAFR-GyrB-ligand 
complex. Following an incubation at 37°C in the presence (•)or absence (o) of coumennycin 
for the times shown, CHO cells stably expressing the hPAF-GyrB were further exposed to 2 
nM [3H]PAF for 40 min at 37°C. Cells were then washed with BSA 2% to remove surface-
bound ligand and dissolved in 0,1 N NaOH. Nonspecific binding values were detennined in 
the presence of 2 µM PAF. The results are the mean of three independents experiments, each 
done in triplicate. 
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FIG. 5. Flow cytometric analysis of coumermycin-induced sequestration of hPAFR-GyrB 
in CHO cells. A. Cells were exposed to coumermycin for the times indicated, and cell-surface 
rcceptor levcls were measured by flow cytometry using anti-c-myc antibody. Time course of 
agonist-induced intemalization of c-myc-tagged wild-type (8) and GyrB (C) PAF receptors in 
stably transfected CHO cells. After a 1 OO min-incubation at 37°C with or without the indicated 
coumarin (15 µM), cells were exposed to PAF for 0-80 min. D, Agonist response ofhPAFR-
GyrB-transfected cells to graded concentrations of coumermycin. Cells were pretreated at 
3 7°C for 1 OO min with coumermycin concentrations ranging from 150 nM to 1 S µM and then 
incubated with PAF at 3 7°C for 80 min. The proportion of detectable ce lis surface receptors in 
the absence of agonist and/or coumarin was normalized to 100%. The data represent means ± 
SEM of three independent experiments each performed in triplicate. 
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FIG. 6. Distribution of (larrl-GFP and hPAFR-GyrB following stimulation with 
coumermycin and/or agonist. Confocal microscopy visualization of intracellular distribution 
and colocalization (yellow) of (larrl-GFP (green) and c-myc epitope-tagged hPAFR-GyrB (red, 
labeled with rhodamine--conjugated Ab) in COS-7 cells. Following a 180-min incubation at 
37°C in the presence (B, C) or absence (A) of 15 µM coumermycin, COS-7 cells were further 
incubated with (A,C) or without (B) 1 µM PAF for 80 min. Cells were then placed on ice, 
fixed and stained for microscopy. The images are representative ofthree separate experiments. 
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FIG. 7. lnositol Phosphate (IP) accumulation during coumermycin-induced 
internalization of bPAFR-GyrB in CHO cells. Total IP levels were measured in CHO cells 
stably expressing hP AFR-GyrB after the addition of 15 µM coumennycin, 15 µM novobiocin, 
DMSO 1% or lµM PAF. The figure is representative of three independent experiments 
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FIG. 8. Effect of protein kinase inhibitors on the coumermycin-induced loss of 
[3H]WEB2086 binding sites in CHO cells. Cells were pretreated with either medium, 
staurosporine, GF109203X or tyrphostin as described in "Materials and Methods". Cells were 
then incubated with coumarins for 40 min and binding was measured using 3H-WEB2086. 
Non specific binding was determined in the presence of 5 µM WEB2086. Results are the 
means of three independent experiments, each done in triplicate. 
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DISCUSSION : 
In this study, we found that hP AFR can exist as multimers in transfected COS-7 cells 
using co-expression and immunoprecipitation of receptors bearing different epitope tags. 
Receptor dimerization has been shown to be important for the activities of many receptor 
families, including growth factor receptors with tyrosine kinase activity, members of the 
grO\vth hormone receptor family, cytokine receptors, and bacterial sensory receptors (48, 49). 
Exposure to ligand induces their dimerization, leading to the autophosphorylation step, which 
is nccessary for the subsequent intracellular signaling. However, the role of dimerization in the 
function and subsequent regulatory events of GPCRs is not well understood and needs to be 
clarified. 
L"sing a hPAFR-GyrB chimeric protein, which can be artificially dimerized by 
coumcm1ycin without involving ligand-receptor interaction, we have shown that dimerization 
is sufficicnt to inducc desensitization of hPAFR-GyrB. This effect was observed using three 
diffcrcnt methodologies: ( l) loss of ligand ([3H]\VEB2086) binding, (2) ligand <eH]PAF) 
intcmalization and (3) loss of cell surface hP AFR expression. Using a membrane-impermeant 
antagonist radioligand to estimate changes in binding sites on the cell surface, we first 
observed that coumermycin induced a rapid loss of [3H]WEB2086 binding sites in CHO cells 
stably expressing the hPAFR-GyrB. Coumermycin mediated-dimerization of hPAFR-GyrB 
putatively induced a conformational change of the receptor which led initially to a loss of 
ligand binding capacity, and later to a disappearance of the unoccupied hPAFR-GyrB from the 
cell surface. Both mechanisms may explain the reduced intracellular accumulation of receptor-
bound [3H]P AF in coumermycin-pretreated cells compared to cells treated only with agonist. 
Furthermore, analysis of the disappearance of cell surface receptors by tlow cytometry 
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provided for the first time a direct evidence demonstrating agonist-independent intemalization 
of a GPCR mediated by coumermycin-induced dimerization. However, dimerization-induced 
sequestration is not observed for ail GPCRs. For instance, the interconversion between dimeric 
and monomeric forms of ô-opioid receptor bas been shown to precede intemalization but 
appears not to be sufficient for its intemalization (22). Moreover, the subsequent addition of 
PAF to coumermycin-treated cells showed that the agonist-induced intemalization and 
coumermycin-mediated sequestration are additive to each other, playing a complementary raie 
in the desensitization of hPAFR-GyrB. However, we were unable to detect the coumermycin-
gyrase 8-induced dimerization of hPAFR-GyrB on SOS-PAGE and Western analysis, most 
probably due the inability of the coumermycin-hP AFR-GyrB complex to withstand either the 
cell lysis or immunoprecipitation conditions. 
Previous results suggest that GPCR kinases (GRKs), are the primary protein kinases 
invoh·ed in agonist-induced phosphorylation of hPAFR (50). However, the desensitization of 
P AFR in human neutrophils by its own ligand has been reported to be prevented by PKC 
inhibition (51 ). In addition to agonist-specific receptor desensitization, functions of GPCRs 
can be regulated by agonist-independent mechanisms, namely, heterologous desensitization, 
which has been shown to be implicated in the heterologous regulation of a number of GPCRs 
(52-54). In the present study, we have demonstrated that coumermycin induces a PKC-
dependent loss of [3H]WEB2086 binding sites from the cell surface. The phorbol ester PMA, 
which is a patent activator of the PKC isoenzyme family, bas already been shown to reduce the 
number of P AF-binding sites in human neutrophils (51) and rat Kupffer cells (55). In these 
cases, functional down-regulation of P AFR is very rapid, occurring within seconds or minutes. 
The molecular mechanism responsible for this phenomenon likely involves intemalization or 
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cellular redistribution of the P AFR (56). Moreover, we have previously shown that PKC 
activation can induce a early time-dependent decrease in total binding of [3H]WEB2086 and a 
long tenn effect on P AFR, resulting from a graduai loss of receptor expression as a 
consequence of a decreased stability of receptor mRNA (57). Consistent with these 
observations, the coumennycin-mediated activation of PKC could constitute a regulatory 
mechanism for hPAFR-GyrB response, leading to a reduced surface expression of the receptor, 
which is preceded by a rapid loss of [3H]WE82086 binding sites from the cell surface. Thus, 
our present results suggest that coumermycin-induced dimerization of hP AFR-GyrB could 
have a rote either directly in the receptor activation mechanism, stabilizing interactions 
between domains critical for the conversion between inactive and active state or, alternatively, 
in the subsequent PKC-dependent desensitization and/or initiation of the sequestration process. 
Our studies delineating the cellular mechanism responsible for coumermycin-induced 
internalization of hPAFR-GyrB have shown that sequestration occurred in a clathrin and 
arrestin-independent manner, whereas a subsequent treatment with the agonist mediated an 
arrestin-dependent sequestration of the receptor. The coumermycin-induced intemalization of 
hP AFR-GyrB is characterized by the fact that \ve observed no translocation/redistribution of 
arrestins and detected no colocalization with the receptor. The endocytic function of arr2 is 
reported to depend on its phosphorylation/dephosphorylation state (58). Arrestin-2 recruited to 
the plasma membrane-bound receptor has been demonstrated to be rapidly dephosphorylated, 
whereas cytoplasmic parr-1 is primarily phosphorylated. The nature of the kinase(s) that is 
responsible for this phosphorylation is currently unknown. It is possible that the agonist-
independent internalization of hP AFR-GyrB could induce the phosphorylation of arr2 by PKC, 
which may be responsible for its cytoplasmic location following the coumermycin treatment. 
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In addition, the enzymatic pathway involved m PKC-dependent hPAFR-GyrB 
desensitization/internalization mediated by coumermycm could involve either direct 
phosphorylation of the receptor by PKC or activation of other signaling molecules by PKC. 
We cannot rule out the possibility that PKC may promote desensitization of hPAFR-GyrB 
through phosphorylation of some adaptor-like protein that target the receptor to endocytic 
vesicles. Indeed. PICK l which is a PDZ domain-containing protein, first described as a 
protein interacting with PKC, has recently been shown to interact via its PDZ domain with the 
extreme C-terminus of the AJ.'\IPA receptor subunit GluR2, resulting in the clustering of this 
subunit into intracellular membrane compartments (59). 
The potential involvement of PLC activation m the internalization process was 
considered following the report that the AP-2 complex could bind to phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate (60) and inositol 1.4.5-trisphosphate (61). However, the agonist-independent 
sequcstration induced by coumermycin did not induce accumulation of IP, suggesting that PLC 
acti\·ation does not participate in this alternative sequestration pathway. As described for other 
GPCRs (62), coumennycin-mediated hPAFR-GyrB sequestration may be independent from 
signal transduction. 
In conclusion, we have demonstrated that coumermycin-induced dimerization of hP AFR-
GyrB can be sufficient to induce the desensitization/intemalization of hPAFR-GyrB via a 
nove( mechanism that is independent of agonist, arrestins, clathrin, and PLC activation. We 
have also observed that the same receptor could use two different intemalization pathways 
depending on the nature of the stimulation. Furthermore, we have demonstrated that PKC is 
required for the coumermycin-mediated desensitization of hPAFR-GyrB. Understanding the 
mechanism by which PKC activation may regulate the agonist-indepcndent desensitization of 
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D. Discussion : 
Les interactions protéine-protéine sont impliquées dans la régulation d·un grand 
nombre de processus biologiques. Il est maintenant bien établi qu"une grande variété de 
récepteurs membranaires interagissent entre eux pour former une espèce dimérique essentielle 
à leur activation. On a longtemps cru que les GPCRs échappaient à cette règle. En effet. les 
modèles classiques décrivant l'interaction des GPCRs avec leur protéine G hétérotrimérique 
sont en grande partie basés sur l'assomption selon laquelle les récepteurs existent sous une 
forme monomérique et se couplent aux protéines G selon une stoechiométrie de 1 : l. Au cours 
des dernières années. plusieurs études ont toutefois rapporté non seulement la présence. mais 
aussi un rôle pour les multimères de GPCRs dans la modulation de la réponse de ces récepteurs 
(Salahpour et al.. 2000). De plus. notre laboratoire a précédemment démontré que la 
cœxpression de certains récepteurs mutants du hP AFR peut être utilisée pour modifier des 
cara1.:tàisti4ues s~cifi4ues <lu n!cepleur <le lypt: sauvage (Le Guuill t:l al., 1999). Cept:ndanl. 
même si ces résultats concordent avec la présence d'oligomères, ils ne constituent pas une 
preuve directe démontrant l'existence physique de ce type d'interaction. 
A raide d·é1u<les de coexpression et dïmmunoprécipitation de récepteur-; portant 
différents épitopes. nous avons démontré que le hPAFR pouvait exister sous la forme de 
<limt:res rC:sistanls au SOS dans <les cellules COS-7 (Fig. l <le 1 ·article). Ml!me si le mC:canisme 
détaillé de la dimérisation des récepteurs n'est pas encore élucidé, ditlërentes régions des 
GPCRs semblent jouer un rôle important dans leur oligomérisation (Gomes et al., 200 l ). Par 
des études d'immunopréeipitation en conditions réductrices, nous avons tout d'abord montré 
que la dimérisation du hP AFR semble être en partie médiée par des ponts disulfures. 
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Uitlërents agents réducteurs tels que le dithiothreitol et le P-mercaptoéthanol semblent ainsi 
favoriser la fonne monomérique du récepteur aux dépens de la forme dimérique qui manifeste 
une sensibilité au clivage de ponts disulfures (Fig. 9 de l'annexe). On ne sait toutefois pas 
encore quelles cystéines sont responsables de la formation de ces ponts disulfures 
intermoléculaires. Il est également important de noter que la destruction du pont disulfure 
intramoléculaire entre les cystéines des positions 90 et 173 (Le Gouill et al.. 1997) pourrait 
potentiellement engendrer une modification au niveau de la confom1ation du récepteur. rendant 
ainsi sa dimérisation plus difficile. Étant donné qu'une partie des dimères semble être 
résislanlt: aux agt:nls ré<luclt:urs, <l"aulrt:s lypc;:s dïmt:raclions de nalure non covalt:nlt:s 
pourraient potentiellement être responsables de la dimérisation du hPAFR. La région distale 
de la queue C-tenninale du récepteur ne semble cependant pas être responsable de la formation 
de ce type d'espèce moléculaire car la présence de dimères a été rapportée pour le mutant 
T305Stop dont les 38 derniers acides aminés de la queue C-tenninale ont été délétés (Fig. l 0 
de l'annexe). D'autres déterminants tels que les domaines transmembranaires, semblent 
également être responsables de la formation de dimères chez les GPCRs. Le motif de 
dimérisation de la glycophorinc A (Lcmmon et al.. 1992) antérieurement rapporté comme étant 
conservé et responsable de la dimérisation du (3 2AR (Hcbert et al., 1996) n'est cependant pas 
rt:lruuvé dans la st:quence du récc:pleur du PAF. o·autn:s études unl démonlré lïmportance de 
l'assemblage des protéines SNAREs synaptobrevine/V AMP, syntaxine et SNAP-25 en un 
complexe binaire et tertiaire impliqué dans l'ancrage et la fusion de vésicules présynpatiques à 
la membrane plasmique (Sollner et al., 1993, l 993b ). L'interaction entre les segments 
transmembranaires semble ainsi stabiliser le complexe SNAREs par l'entremise d'un motif 
contribuant à l'hétérodimérisation de la synaptobrevine à la syntaxine lA neuronale (Laage et 
QO 
ai.. 2uuu ). Nous avons ainsi noté ia prcscncc de cc motif dans le sixième domaine 
transmembranaire du hP AFR. ce qui pourrait potentiellement contribuer à la dimérisation du 
récepteur. Cette hypothèse reste toutefois à être démontrée. 
:-fous arnns également obser..-é que le hP . .\FR se présente majoritairement sous la forme 
Jim~ri4uè el Cè, èll l"absènœ Je Loule source Je slimulalion exl~rieure, lors4uïl èsl exprim~ 
dans les cellules CUS-7 (Figure 1 de rarticlc). Il a été rapporté que tes UPCRs tendent à 
adopter un état dimérique sous des conditions natives via des interactions hydrophobes 
(AbdAlla et al.. 1996). L'agglomération des récepteurs au niveau des domaines 
transmembranaires non polaires pourrait notamment être amenée par une haute densité de 
récepteurs découlant potentiellement de la surexpression de ceux-ci. Il reste toutefois à 
détenniner si. en plus de la dimérisation induite par l'agoniste dont le rôle a été démontré dans 
les processus d'atténuation du BK2R (AbdAlla et al .. 1996). l'agglomération de récepteurs 
sous des conditions basales représente un mécanisme additionnel dans la régulation de 
l'a.:tivité Jçs GPCRs. 
Depuis tout récemment. des évidences considérables ont amené l'hypothèse de 
l'importance de l'hétérodimérisation entre différents sous-types de récepteurs apparentés. On 
ne sait toutefois que peu de choses concernant cc type d'interaction entre des GPCRs de 
différentes familles (Gomes et al .. 2001 ). Par des études de coimmunoprécipitation de GPCRs 
~tiquetés à l'aide Je Jeux épito~s JilTércnts, nous avons démontré que le récepteur du hPAfR 
pouvait former une interaction résistante au SOS avec le récepteur de la vasopressine de type 2 
(V2R) dans des cellules COS-7 (Fig. 11 de l'annexe). L'hétérodimérisation du hPAFR avec le 
V 2R est également sélective car le hP AFR n'est pas coimmunoprécipité avec le JhAR. 
Cependant, le rôle de l 'hétérodimérisation du hP AFR/V 2R dans le ciblage et la signalisation de 
Q) 
ces deux récepteurs est encore inconnu. Une implication fonctionnelle pourrait ainsi découler 
de ce type dïnteraction qui. dans ce cas-ci. a la particularité de se produire entre un récepteur 
couplé a une protéine G stimulatrice de l'adénylate cyclase. le V2~ et un récepteur couplé à 
une protéine G inhibitrice. le hPAFR. Ce type de situation a précédemment été rapporté pour 
l'hétérodimérisation du récepteur JhAR avec les récepteurs ô et K opioïdes où 
l'hétérodimérisation ne semble pas affecter les capacités de liaison du ligand ou le couplage 
tl)nctionnel. mais influence plutôt les propriétés d'internalisation et de signalisation des 
récepteurs impliqués (Jordan et al.. :!OO l ). 
Il a été démontré que l'homodimérisation peut jouer un rôle important dans les étapes 
moléculaires gouvernant l'activation des GPCRs (Hebert et alL 1998). Nous avons ainsi 
étudié le rôle de la dimérisation dans le processus de désensibilisation des GPCRs à l'aide de la 
protéine de fusion hPAFR-GyrR dont la dimérisation pouvait être induite suite à l'addition de 
cowncrmycinc. A partir de cc système. nous avons démontré que la dimérisation forcée par 
1" entremise d · w1 agent de réticulation ( coumermycine) était, en elle seule, suffisante pour 
déclencher le processus de désensibilisation du récepteur. Cet eftet a ainsi été observé à l'aide 
de trois méthodologies différentes : la perte de sites de liaison pour un antagoniste radiomarqué 
(WEB2086), l'internalisation de complexes ligand radiomarqué (PAF)-récepteur de même que 
par une perte de rexpression de surface du hPAFR-GyrB. En utilisant un antagoniste 
imperméable à la membrane. nous avons tout d'abord noté que la coumermycine était en 
mesure dïnduire une perte rapide de sites de liaison pour le [3HlWEB2086 dans des cellules 
CHO exprimant le récepteur de façon stable (Fig. 3A de l'article). Les effets de la 
coumermycinc sont visibles dès 5 minutes et atteignent un plateau au bout d'une heure, 
correspondant à une baisse de sites de liaison pour l'antagoniste de 37 ± 2% par rappon au 
témoin. 
Diverses études suggèrent que les GRKs sont les principales protéines kinases 
impliquées dans la phosphorylation homologue induite par l"agonistc (Sch,.,icbert et al.. 1992; 
Exlon èl al.. 1994-; Liang d al., 1998). Cèp.;:n<lanl, la Jt!sènsibilisaLion Ju hP AFR inJuiLè par 
son ligand peut être prévenue par l'inhibition de la PKC chez les neutrophiles (O'Flahcrty et 
al.. 1992). En plus de ce type de désensibilisation. les GPCRs peuvent également être régulés 
par des mécanismes indépendants de l'agoniste qui ont récemment été démontrés comme étant 
à l'origine de la régulation hétérologue de nombreux GPCRs (Vazquez-Prado et al .. 1997; 
Hipkin et al.. 2000; Xiang et al.. 200 l ). En utilisant des inhibiteurs spécifiques à la PKC 
(staurosporine, GF10Q203X), nous avons ainsi été en mesure d'atténuer la perte de sites de 
liaison du f3HlWEB2086 observée en présence de coumcrrnycinc. Cette observation démontre 
alors lïmplication de la PKC dans le phénomène de désensibilisation du hPAFR-GyrB induit 
par sa dimérisation forcée. D'autres études ont rapporté que l'ester de phorbol (PMA), un 
puissant activateur des isoenzymes de la famille de la PKC, était en mesure dïnduire une 
réduction du nombre de sites de liaison pour le PAF chez les neutrophiles humains (O'Flaherty 
et al., 1992) et les cellules de Kuptlèr de rat (Chao et al., 1990). Dans ces cas, la régulation 
négative du nombre total de récepteurs à la surface cellulaire se produit très rapidement, soit au 
bout de quelques secondes ou minutes. Les mécanismes moléculaires responsables de ce 
phénomène semblent impliquer un processus d'internalisation ou de redistribution du PAFR 
<Zhou et al.. 1994). De plus. nous avons déjà démontré que l'activation de la PKC pouvait 
induire une diminution rapide des sites totaux de liaison pour le [3H]\\lER2086 de même qu'un 
effet à long tem1e sur le PAFR. résultant d'une perte graduelle de l'expression du récepteur qui 
i.::si i.:x.pli4uéi.: pac uni.: ùi111i11uiio11 ùc ia :siabiiiié ùc r ARN mc:ssagcr ùu réccpicur \ Thi vierge i.:i 
ai.. 1996). En accord avec ces observations. l'activation de la PKC médiée par la 
coumermycine pourrait ainsi constituer un mécanisme de régulation de la réponse du hPAFR-
GyrB, menant à une perte d'expression du récepteur, précédée par une perte rapide de liaison 
du f3HlWEB2086 à la surface cellulaire. Ce phénomène pourrait, par conséquent, être à 
l'origine de la diminution d'accumulation intracellulaire du [3H]PAF lié aux récepteurs qui a 
été ohservée chez les cellules prétraitées à la coumermycine comparativement à celles traitées 
uniquement en présence de !"agoniste (Fig. 4 de l"article). 
Les expériences de cytofluorométrie ont ensuite apporté, pour la toute première fois, une 
évidence directe démontrant l'internalisation d'un GPCR induite par sa dimérisation et ce. 
indépendamment du ligand (Fig 5A de l'article). Contrairement à la désensibilisation qui 
survient rapidement. la perte d'expression du hPAFR à la surface cellulaire induite par la 
dimérisation est toutefois beaucoup plus lente. Cette observation amène ainsi l"hypothèse 
selon laquelle diftërents mécanismes pourraient être à !"origine de la désensibilisation du 
hPAFR-GyrB suite à une exposition courte ou prolongée à la coumermycine. Ainsi, 
l'activation de la PKC par l'agent réticulant pourrdit ainsi fare à l'origine des t!vt!nements 
précoces de désensibilisation tels que la phosphorylation du récepteur, le découplage et/ou 
l'internalisation, qui pourraient ainsi entrainer la perte de liaison pour le [3H]WEB2086 
observée dans les premières minutes suivant la stimulation. La perte d'expression de surface 
pourrait. tant qu'à elle. être le résultat combiné de l'internalisation du récepteur et d'une 
potentielle perte d'accumulation de l' ARN messager du récepteur comme mentionné dans le 
ca'i de la PMA pour le PAFR (Thivierge et aL 1996). Finalement l'addition suhséquente de 
PAF aux cellules prétraitées à la eoumermycine a démontré que l'internalisation induite par 
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l"agumstc cl la sù1ucstmtiun mé<liéc par la cuumcrm;cinc sont deux phénomènes a<l<litils (.Fig. 
5C de r anicle) qui peuvent alors jouer un rôle complémentaire dans la désensibilisation du 
hPAFR-GyrB et qui suggèrent donc des voies d'activation au moins partiellement distinctes. 
Nous n'avons cependant pas été en mesure de détecter la modulation de la dimérisation induite 
par la coumennycine par analyse SOS-PAGE et Western, et ce, probablement en raison du 
manque de stabilité du complexe coumermycin-hPAFR-GyrB lors des conditions de lyse 
cellulaire utilisées. tJn prohlème du même ordre avait également été rencontré lors des études 
de dimérisalÏlm de Stat3 (O"f'arrell et al.. t 998). 
Ces observations apportent alors une évidence directe concernant l'implication de la 
dimérisation dans un processus fonctionnel des GPCRs. soit l'internalisation. Ce phénomène 
pourrait ainsi être applicable pour différents GPCRs et supporter, par conséquent, certains cas 
observés où l'évidence directe de l'implication de la dimérisation dans l"intcmalisation était 
manquante. Par exemple. dans le cas du récepteur de la bmdykinine 82 (BJCR). il a été 
démontré que la délétion de la queue N-terminale du récepteur était, à elle seule, suffisante 
pour abolir la dimérisation du récepteur et sa phosphorylation par la GRK2 <.AbdAlla et al., 
1999). De plus, ce recepleur mutanl ne semble pas subir de désensibilisalion ou 
d'internalisation significative induite par l'agoniste, suggérant ainsi l'hypothèse selon laquelle 
la dimérisation du BK2R induite par l'agoniste se produit à la suite de l'activation des 
protéines G mais précède cependant les étapes de phosphorylation du récepteur ainsi que sa 
désensibilisation subséquente. 
Il est également important de noter que l'étal dimérique des récepteurs peul être 
considéré comme arbitraire car des espèces d'un ordre oligomérique supérieur ont déjà été 
rapportées chez certains GPCRs (Gomes et al., 2001 ). Par exemple, dans le cas du récepteur 
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m2 muscarinique. on observe différents multiples de respèce monomérique du récepteur avec 
des mobilités électrophorétiques correspondant à la présence d'un ordre trimérique et 
tétramérique (Wreggett et al.. 1995). De plus. le profil de liaison coopérative du ligand 
observé pour récepteur m2 muscarinique décrit par Wreggett et Wells (Wreggett et al .• 1995) 
semble plutôt correspondre à un modèle qui assume la présence d·une configuration 
tétramérique du récepteur qui pourrait représenter la forme active du récepteur. La présence de 
multimères a également été signalée dans le cas du hPAFR par des études de phosphorylation 
(Ali et al.. 1994~ Ishii et al.. 1998) que nous avons ensuite confirmées à raide d·essais de 
coimmunoprécipitation du récepteur où la présence d·espèces de haut poids moléculaire est 
évidente (fig 1 B de l"article). Une autre étude a démontré que le phénotype induit par la 
coexpression du récepteur du PAF de type sauvage avec un mutant du récepteur. le D63N. est 
dirigé par le ratio de la quantité d. ADN utilisée pour chacun des récepteurs (Le Gouill et al.. 
1999). Ainsi. suite à une activation par le PAF. la production dïnositol phosphate produite par 
des cellules cotranstèctées avec un ratio de l pour le type sauvage et de l pour le D63N était 
supérieure à celle observée pour les cellules transfectées avec le récepteur de type sauvage 
uniquement. tandis qu·elle était abolie pour les cellules transfectées avec un ratio de l :3. 
L ïntemalisation du hPAFR pourrait ainsi être également influencée par l'ordre oligomérique 
du récepteur et expliquer l"effet de la coumermycine sur la séquestration du hPAFR qui semble 
déjà être présent selon une proportion majoritairement dimérique (Fig l de rarticle). La 
dimérisation du hPAFR-GyrB induite par la coumermycine pourrait ainsi potentiellement 
induire la dimérisation de récepteurs en partie dimériques. ce qui pourrait expliquer 
r augmentation de la séquestration du récepteur par rapport à celle obtenue uniquement en 
présence de r agoniste. L. effet de r agoniste sur la proportion des dimères/monomères n •a 
96 
toutefois pu être évalué directement car la méthode utilisée présentait une marge d·erreur trop 
grande par rapport à r effet mesuré. qui s ·est ainsi avéré non significatif. 
Nous avons également investigué le mécanisme cellulaire responsable de lïnternalisation 
du hPAFR-GyrB induite par la coumermycine dans des cellules COS-7 à l'aide d.études de 
microscopie confocale. Les résultats démontrent que la séquestration induite par la 
coumermycine se produit selon un mécanisme indépendant des J3-arrestines 1 et 2 (Fig 68 de 
r article) tandis que r addition subséquente de r agoniste entraîne une internalisation 
additionnelle du hPAFR-GyrB selon une voie dépendante des J3-arrestines (Fig 6C de rarticle). 
Nous n·avons pas observé de translocation des J3-arrestines ni de colocalisation avec le 
récepteur lors de lïnternalisation du hPAFR-GyrB induite par la coumermycine. Il a été 
rapporté que la fonction endocytique de la J3arr- l est dépendante de son état de 
phosphorylation/déphosphorylation (Lin et al.. 1997). Avant la stimulation par ragoniste. la 
J3arr-l se retrouve dans le cytosol sous la forme d·une phosphoprotéine. La stimulation du 
J32AR par son agoniste entraîne ensuite la translocation de la J3-arrestine l à la membrane 
plasmique et sa déphosphorylation subséquente. Cette étape est primordiale pour son 
interaction avec la clathrine car seule la forme déphosphorylée de la J3-arrestine 1 est en mesure 
de fonctionner en tant que protéine adaptatrice de la clathrine responsable du ciblage des 
récepteurs désensibilisés vers les vésicules d'internalisation. La déphosphorylation de la sérine 
localisée à la position 412 de la queue C-terminale de la J3-arrestinc 1 altère possiblement la 
conformation et/ou la charge de cette région qui rend alors possible la liaison de sa partie C-
terminale acide aux cages de clathrine. li a également été démontré qu·une forme 
constitutivement phosphorylée de la P-arrestine, la J3arr-l S4 l 2D, se comporte comme un 
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mutant dominant négatif par rapport à lïnternalisation du f32AR. La nature de la ou des 
kinase(s) responsable(s) de cette phosphorylation est encore inconnue (Lin et al.. l 997). 
L ïnternalisation du hPAFR-GyrB indépendante de ragoniste pourrait ainsi amener la 
phosphorylation de la f3-arrestine 1 par la PKC et expliquer. par conséquent. sa localisation 
cytoplasmique suite au traitement à la cournermycine (fig. 68). De plus. le mécanisme 
enzymatique orchestrant la désensibilisation/internalisation du hPAFR-GyrB dépendante de la 
PKC pourrait également impliquer la phosphorylation directe du récepteur ou ractivation 
d·autres molécules de signalisation par la PKC. Nous ne pouvons pas non plus exclure la 
possibilité que la PKC puisse promouvoir la désensibilisation du hPAFR-GyrB par la 
phosphorylation de protéines adaptatrices qui pourraient contribuer au ciblage des récepteurs 
vers les vésicules endocytiques. Par exemple. il a été démontré que la protéine PICK l 
appartenant à la famille des protéines PDZ et dont lïnteraction avec la PKC était connue. 
interagit avec r extrémité C-terminale de la sous-unité GluR2 du récepteur AMP A via son 
domaine PDZ. ce qui amène alors l'agglomération de cette sous-unité à lïntérieur des 
compartiments intracellulaires membranaires (Chung et al.. 2000). 
En plus de leur rôle bien établi en tant précurseur pour la génération de seconds 
messagers. il est maintenant évident que les lipides dérivés du phosphatidylinositol sont des 
composantes essentielles dans l'opération d·une grande étendue de fonctions cellulaires 
comme la régulation de radhésion cellulaire. l'assemblage du cytosquelette. la perméabilité 
des canaux ioniques ainsi qu·au niveau du transport vésiculaire (De Camilli et al.. 1996; Toker 
et al.. 1997: Martin. 1997; Baukrowitz et al., 1998). Les dérivés phosphorylés du 
phosphatidylinositol peuvent se lier à au moins trois différents domaines de protéines. soit le 
domaine d'homologie à scr de type 2 (SH2). le domaine d'homologie à la pleckstrine (PH) 
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ainsi que les domaines de liaison aux phosphotyrosines (PTB) (Lemmon et al .. 1995: Rameh et 
al.. 1995: Zhou et al.. 1995). En se liant à ces domaines. ces phospholipides pourrait ainsi 
contribuer au recrutement de protéines et coordonner. par conséquent. les interactions protéine-
protéine régulant les événements endocytiques. L ïmplication potentielle de l'activation de la 
PLC dans le processus d'internalisation a tout d·abord été suggérée suite à l"observation que le 
complexe AP-2 pouvait se lier au phosphatidylinisitol 4.5-bisphosphate (Beck et al., 1991) et à 
l"inositol l.4.5-trisphosphate (Voglmaier et al.. 1992). Il a été démontré que la majorité des 
récepteurs mutants du PAFR qui ne sont pas couplés aux protéines G manitèstent une 
internalisation induite par l'agoniste altérée. sauf dans le cas du mutant Y293A qui adopte 
plutôt un mode de séquestration indépendant de la signalisation (Le Gouill et al.. 1997). Dans 
cette présente étude. nous avons démontré que la séquestration du hPAFR-GyrB indépendante 
de ragoniste induite par la coumennycine n'entraîne pas d'accumulation d'inositols phosphate 
(Fig. 7 de l'article). suggérant ainsi que l'activation de la PLC n·est pas impliquée dans ce 
mécanisme alternatif de séquestration. Des divergences similaires ont notamment été 
observées dans le cas du AT 1 AR et du récepteur m 1 muscarinique d. où est découlée 
rhypothèse selon laquelle rinternalisation des récepteur et ractivation de la PLC nécessitent 
des composantes structurales différentes (Moro et al., 1994: Hunyady et al.. 1994). 
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E. Conclusion : 
Dans ce projet de recherche. nous avons caractérisé et étudié 1 ·implication de la 
dimérisation du récepteur du PAF dans un processus fonctionnel. !"internalisation. Nous avons 
ainsi démontré que la dimérisation du hP AFR pouvait se produire sous des conditions basales 
et que celle-ci est en partie gouvernée par des interactions covalentes. Nous avons également 
observé la formation d ·un hétérodimère entre le hP AFR et le V 2R sans toutefois avoir été en 
mesure d"expliquer !"origine fonctionnelle de ce type dïnteraction. Nous avons ensuite 
démontré que la dimérisation induite par la coumermycine d"une récepteur chimérique. le 
hPAFR-GyrB. est. à elle seule. suffisante pour induire son internalisation. Ce mécanisme 
dïntemalisation indépendant du ligand se produit indépendamment des p-arrestines et de la 
formation des vésicules de clathrine. La PKC semble cependant être nécessaire à la 
désensibilisation structurale observée à la suite du traitement à la coumermycine. La présence 
de dimères endogènes non négligeable pourrait alors s"expliquer par le fait que la dimérisation. 
en elle seule. n·est pas suffisante pour induire !"activation de la PKC ou lïntemalisation du 
récepteur qui sont plutôt amorcés suite à la dimérisation forcée induite par la coumermycine 
ou potentiellement par la liaison du ligand. L "oligomérisation pourrait également stabiliser 
lïntcraction des récepteurs avec une machinerie endocytique qui reste toutefois encore 
inconnue. 
Afin de caractériser davantage les phénomènes observés. il serait pertinent d"étudier 
!"effet de la PKC sur le récepteur à raide d·essais de phosphorylation et d'isoler par la suite 
lïsoforme responsable à l'aide de différentes formes de PKC à phénotype dominant négatif. Il 
serait également intéressant d'étudier leffet de la coumermycine sur la fonction du récepteur à 
raide d"essais de signalisation afin de voir si le couplage aux protéines Gest affecté. L'étude 
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de la formation de dimères à raide de techniques sensibles au transfert d"énergie comme le 
FRET ou le BRET pourrait également être effectuée (Overton et al.. 2000: Angers et al .• 2000). 
Étant donné que l"oligomérisation des GPCRs semble influencer certains aspects de la 
fonction des GPCRs. il ne serait donc pas surprenant de constater qu·un défaut de dimérisation 
pourrait potentiellement être attribué à certaines maladies humaines. Des évidences 
pharmacologiques suggèrent ainsi que la schizophrénie pourrait découler d"un niveau réduit de 
dimères du récepteur de la dopamine de type 2 (Nordstrom et al.. 1995). De plus. il a été 
démontré que l"hétérodimérisation du CCR5 avec le ccr5~32. une forme mutée du récepteur 
retrouvée chez les caucasiens. pourrait être rexplication moléculaire à l"origine de lïnhibition 
transdominante de lïnfection par le HIV-1 chez les individus hétérozygotes (Benkirane et al.. 
1997). L ïmplication de la dimérisation dans lïntemalisation des GPCRs n ·a toutefois pas 














FIG. 9. Détection de dimères du récepteur du PAF sensibles aux conditions réductrices. 
Les cellules COS-7 ont été transfectées avec le pcDNA3-c-myc-hP AFR de façon transitoire à 
l'aide du DEAE Dextran. Les cellules ont été mises en présence ou non d'iodoacétamide 
(JAM) pendant 1 h à la température de la pièce. L'IAM sert a alkyler les groupements sulfonyl 
libres pouvant potentiellement former des ponts disulfures non spécifiques lors de l'étape de 
solufühsat1on. Les récepteurs des lysats cellulalfes ont été 1mmunopréc1p1tés à l' aide de r'anti-
c-myc de souris et élués dans un tampon d'électrophorèse avec ou sans les agents réducteurs 13-
mercaptoéthanol (13ME) ou dithiothreitol (DTT). Suite à une préincubation de 30 min à la 
température ambiante, les échantillons ont été chargés sur un gel SDS-PAGE 10% et les 
récepteurs ont ensuite été immunodétectés à l'aide de l'anti-c-myc de souris. Le DTT et le 13-
mercaptoéthanol causent un changement de poids moléculaire apparent du récepteur dimérique 
vers une forme de plus faible poids moléculaire correspondant à la forme monomérique du 
récepteur. L 'JAM n'a pas d'effet sur les bandes de haut poids moléculaire correspondant au 
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FIG. 10. Effet de la délétion de la queue C-terminale sur la dimérisation du hPAFR. 
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A, Représentation schématique du mutant T305Stop du hPAFR dont les 38 derniers acides 
aminés de la queue C-terminale ont été délétés. Les cercles noirs correspondent aux acides 
aminés enlevés. B, La queue C-terminale du hP AFR n'est pas essentielle à sa dimérisation. 
Les cellules COS-7 ont été transfectées avec le pcDNA3-c-myc-hP AFR ou pcDNA3-c-myc-
T305Stop de façon transitoire à l'aide du DEAE Dextran. Les cellules ont ensuite été lysées et 
les récepteurs ont été immunoprécipités à l'aide de l'anti-c-myc de souris. Les échantillons ont 
été chargés sur un gel SDS-PAGE 10% et transférés sur nitrocellulose. Les récepteurs ont été 
détectés à l'aide d'un immunobuvardage de type W estem avec un anti-c-myc de souris. Les 
flèches désignent la position de la forme dimérique et monomérique des récepteurs respectifs. 
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FIG 11. Formation d'hétérodimères hPAFR/V2R dans les cellules COS-7. 
Immunoprécipitation de lysats de cellules COS-7 exprimant individuellement de façon 
transitoire le récepteur pcDNA3-V2R-c-myc ou pcDNA3fhAR-HA et en combinaison avec le 
pcDNA3-hP AFR-HA ou pcDNA3-hP AFR-c-myc, respectivement. La cotransfection pcDNA-
hP AFR-c-myc et pcDNA3-hP AFR-HA constitue le témoin positif Les échantillons ont 
ensuite été chargés sur un gel SDS-P AGE 10%, transférés sur nitrocellulose et immunodétectés 
avec l'anti-c-myc de lapin (A) ou l'anti-HA de lapin (B). 
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